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infectivity, surviving neutralization 
fraction of infectivity, surviving neutralization 
weight/volume: grams in 100ml 
Part of this study has been published elsewhere: 
van Nieuwstadt, A.P. and J. van der Veen (1971): 
Fluorescent cell-counting assay of adenovirus in 
diploid fibroblastic cells. 
Arch. Ges. Virusforsch. 34, 136-143. 
'Lastly, I would address one general admonition to all; that they 
consider what are the true ends of knowledge, and that they seek 
it not either for pleasure of mind, or for contention, or for su-
periority to others, or for profit, or fame, or power, or any of 
these inferior things; but for the benefit and use of life, and that 
they perfect and govern it in charity. For it was from lust of 
power that the angels fell, from lust of knowledge that men fell; 
but of charity there can be no excess, neither did angel or man 
ever come in danger by it.' 
Francis Bacon. (1561-1626). 
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In l e id ing 
Dulbecco et al. (7) werkten een methode uit om de kinetiek van de neutralisatiereaküe 
voor poliovirus te bestuderen, die door McBride (6) werd toegepast voor serologische differentiatie 
van verschillende poliovirusstammen van een type: een virusstam wordt sneller geneutraliseerd 
door homoloog antiserum dan door heteroloog antiserum. 
Het uitgangspunt voor ons onderzoek is de vraag, of het mogelijk is om ook voor adenovirus kleine 
antigene verschillen tussen stammen van één serotype aan te tonen door de neutralisaüekinetika-
reaktie. Eerst werd een methode uitgewerkt voor een snelle en nauwkeurige infektiviteitsbepaling 
voor adenovirus. De tot nu toe beschreven methoden schieten hierin tekort. Hoofdstuk 1 handelt 
over een infektiviteitstest voor adenovirus met behulp van de immunofluorescentiereaktie, waarbij 
de primair geihfekteerde cellen worden geteld. Er is een schatting gemaakt van de verhouding van 
het aantal infektieve virusdeeltjes tot het totale aantal virusdeeltjes dat met behulp van elektronen-
mikroskopisch onderzoek geteld is (hoofdstuk 2). In hoofdstuk 3 wordt de gevoeligheid van onze 
fluorescentie-telmethode vergeleken met die van meer klassieke infektiviteitstitraties voor 
adenovirus. Met name wordt de gevoeligheid van verschillende celsoorten bestudeerd. Een bespre-
king van de literatuur over het mechanisme van de virusneutralisatie en over de komponenten van 
adenovirus die hierbij een rol spelen, is in hoofdstuk 4 weergegeven. Tenslotte wordt in hoofdstuk 
5 een experimenteel onderzoek naar enkele kenmerken van de neutralisatie van adenovirus beschre-
ven; de aktiviteit van zowel 'vroege' als 'late'antistoffen wordt onderzocht. Door de grote snelheid 
waarmee adenovirus geneutraliseerd wordt, was het niet mogelijk de kinetiek van de neutralisaüe-
reaktie als kriterium voor intratypische serodifferentiatie van adenovirusstammen te gebruiken. 

HOOFDSTUK I 
Adenovirus- infektivitei tst i trat ies op d ip lo ide f ibroblasten 
door t e l l ing van f luorescerende cel len 
SAMENVATTING 
Er werd een methode ontwikkeld om de infektiviteit van adenovirus type 2 en 4 te meten. 
Het aantal fluorescerende cellen in een monolayer van diploide humane embryonale longcellen wordt 
geteld na infektie met een multipliciteit van ± 0,01. 
De virusadsorptie blijkt langzaam te verlopen. 
Het aantal fluorescerende cellen neemt toe met de inkubatietijd. Opvallend is dat de virusproduktie 
in verschillende cellen, voorzover deze aangetoond wordt in de immunofluorescentiereaktie, zeer 
asynchroon verloopt. Het maximale aantal primair gefnfekteerde cellen wordt voor type 2 aange-
toond na een inkubatietijd van 72 uur en voor type 4 na 96 uur. 
Er wordt een lineair verband tussen de viruskoncentratie en het aantal fluorescerende cellen 
aangetoond in een reeks waarbij de viruskoncentratie 76 maal toeneemt. De methode is sneller dan 
alle andere voor adenovirus beschreven infektiviteitsmeüngen en is even nauwkeurig als de 
plaquetechniek. Zij is even gevoelig als een titratie in diploide fibroblasten waarbij de hoogste 
virusverdunning wordt bepaald die nog een cytopathologisch effekt geeft. 
1.1. INLEIDING 
De langzame groei van adenovirussen vormt een probleem bij de infektiviteitstitraties. 
Lange inkubatietijden zijn nodig, wanneer gewacht moet worden op een cytopathologisch effekt. 
Dit geldt voor de verdunningen met een lage viruskoncentratie (8,9). De plaquetechniek voor ade-
novirus type 2, beschreven door Rouse, Bonifas en Schlesinger (10), vraagt 9 dagen inkubatie. 
Kjellén (11) vindt een toeneming van het aantal plaques gedurende een mkubatieperiode van 3 weken, 
zolang de cellen in goede konditie blijven. Green, Pina en Kimes (12) hebben alle 30 typen humane 
adenovirussen onderzocht met de plaquemethode op een KB-cellijn. Zij inkuberen 11 dagen om 
plaques te krijgen. Er werd een 200-voudig verschil in efficiëntie tussen de verschillende typen 
gevonden. Onder efficiëntie van plaquevorming verstaan wij de verhouding van het aantal plaques 
tot het aantal virionen. Lange inkubatietijden worden vermeden in een fluorescentiemethode, waar-
bij de primair geihfekteerde cellen worden geteld en niet gewacht hoeft te worden op verspreiding 
van het virus voor de ontwikkeling van een cytopathologisch effekt. Adenovirussen hebben daarbij 
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het voordeel dat het virus langzaam vrij komt uit de cel, waardoor het enige tijd duurt voordat 
sekundair geïnfekteerde cellen verschijnen. De techniek is toegepast voor verschillende moeilijk 
te titreren virussen en werd voor adenovirus al gebruikt door Philipson (13) en Smith en Thiel (14). 
Van de laatste auteurs namen wij het gebruik van plastic petrischaaltjes over, waarmee gemak-
kelijker te manipuleren valt dan met dekglaasjes: het kweken van cellen, virusenting en de 
immunofluorescentieprocedure kunnen direkt op de plastic schaaltjes worden uitgevoerd (15). 
Over de optimale inkubatieperiode en de tijd voor maximale virusadsorptie wordt in vroegere 
onderzoekingen geen mededeling gedaan. Bovendien laat het gebruik van kontinue cellijnen door 
deze auteurs geen langere inkubaüetijden toe, omdat de cellen door een cytopathologisch effekt 
zouden loslaten. Gebruik van diploide cellen biedt het voordeel dat door Kontakt-inhibitie de mono-
layer niet wordt overgroeid. Bovendien vinden wij geen verlies van geïnfekteerde cellen. 
Warocquier, Ménard en Samaille (16) tonen cytopathologische veranderingen in de gemfekteerde 
cel aan door middel van coriphosphinekleuring, maar telling van deze cellen stuit op het bezwaar 
dat de veranderingen niet gelijk zijn tijdens de hele infektiecyclus. Het tellen van fluorescerende 
cellen die oplichten in een donkere achtergrond is gemakkelijker. 
Dit hoofdstuk handelt over de optimale kondities voor de adenovirus-infektiviteitstest 
op diploide humane embryonale longfibroblasten door telling van de primair geïnfekteerde cellen, 
die door de immunofluorescentiereaktie kunnen worden aangetoond. Bovendien wordt de gevoelig-
heid van de methode vergeleken met de bepaling van het 50%-eindpunt in een verdunningsreeks, 
geënt op buizen met diploide cellen en gedurende 24 dagen geobserveerd op cytopathologische 
veranderingen. Een grotere gevoeligheid van de immunofluorescentiemethode zou er op wijzen dat 
niet iedere fluorescerende cel infeküef virus produceert. 
1.2. MATERIAAL EN METHODEN 
1.2.1. Celkweek en media 
Wij hebben gebruik gemaakt van een stam van humane diploide cellen (N3-cellen) die af-
komstig was van embryonale long. De cellen worden aangehouden volgens de methode van Hayflick 
en Moorhead (17). Ze worden gekweekt in Eagle's Basal Medium (18) met 10% kalfsserum en 
0,083% (w/v) bicarbonaat. De cellen blijven zich vermeerderen tot ongeveer de veertigste omzetting. 
Voor de immunofluorescentie worden de cellen gekweekt in Falcon plastic petrischaaltjes, 30xl5mm, 
in Eagle's Minimal Essential Medium (19) met 10% kalfsserum en 0,2% (w/v) bicarbonaat. De cellen 
worden vier dagen bij 360C gekweekt in een atmosfeer van 5% CO2 in lucht en 98% relatieve voch-
tigheid. Een volgroeid schaaltje bevat dan 5xl05 cellen. 
KB-cellen worden gekweekt in een gesloten systeem met Hanks fysiologisch zout-oplossing waarin 
0,5% (w/v) Lactalbuminehydrolysaat en 10% kalfsserum. Fosfaatgebufferd fysiologisch zout, 
pH 7,3 (20), voorzien van 1% (w/v) glucose en 0,2% (w/v) bovine serumalbumine wordt gebruikt 
voor het inokuleren van de cellen met virus, zodat de cellen in een goede konditie blijven tijdens de 
lange adsorptieperiode. 
1.2.2. Virus 
De prototypestammen van adenovirus type 2 ('Adenoi'd-G') en type 4 ('RI-67'), beschreven 
door Pereira et al.(21), worden gebruikt. Het virus wordt gekweekt op KB- cellen. Bij een volledig 
CPE, na ongeveer 5 dagen inkuberen, worden cellen plus medium 6x bevroren en ontdooid, en het 
celdebris wordt afgecentrifugeerd gedurende 10 minuten bij 3000 rpm. Het supernatant wordt 
gebruikt als virusinokulum. 
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1. 2. 3. Enten van virus in celkweek 
Het groeimedium wordt verwijderd en de monolayer twee maal gewassen met PBS-
glucose. Een ml virusverdunning in PBS-glucose +0,2% BSA wordt geënt en- tenzij anders vermeld-
6 uur geadsorbeerd bij 360C in de CO 2-Inkubator. 
Een milliliter is ongebruikelijk veel om te enten, maar deze hoeveelheid werd gekozen om een 
gelijke verdeling van geïnfekteerde cellen over de monolayer te garanderen (22). Na adsorptie 
wordt de monolayer twee maal gewassen met PBS-glucose en wordt 2 ml onderhoudsmedium toege-
voegd: MEM-medium met 10% paardeserum. De schaaltjes wordengeïnkubeerd: 48 uur voor type 2 
en 72 uur voor type 4, tenzij anders is vermeld. 
1.2.4. Immunofluorescentieprocedure 
Na inkuberen worden de cellen één maal gewassen met PBS-glucose en 20 min. gefixeerd 
in 95% methanol met 5% PBS-glucose. Voor verdere wasprocedures en serumverdunningen wordt 
onsteriele PBS zonder glucose gebruikt. De plaatjes worden drie maal gewassen. 
Voor de immunofluorescentieprocedure wordt de indirekte methode gebruikt. De monolayer wordt 
een uur met 1 ml van een 1/50 verdunning van humaan rekonvalescentenserum geïnkubeerd bij 
kamertemperatuur, waarbij rustig mechanisch schudden voor een goede verspreiding van het serum 
over de schaaltjes zorgt. Het humaan rekonvalescentenserum was afkomstig van rekruten bij wie 
adenovirus type 4 was geïsoleerd in de akute fase van een respiratoire aandoening en had een titer 
van 1/40 of groter in de komplementbindingsreaktie. Dit adenovirus type 4 rekonvalescentenserum 
gaf ook een positieve fluorescentie met cellen die met type 2 en met andere adenovirustypen waren 
gefnfekteerd. Het antiserum wordt verwijderd en de schaaltjes worden nauwgezet vier keer ge-
wassen met PBS. Dan wordt 0,5 ml vaneen 1/40 verdunning van een met fluoresceïne-isothiocyanaat 
gekonjugeerd antiserum tegen humaan Immunoglobuline toegevoegd en 1 uur bij kamertemperatuur 
geïnkubeerd. Gekonjugeerd paardeserum tegen humaan gammaglobuline werd verkregen van Roboz 
Surgical Instrument Company, Washington, D.C. Na verwijderen van het conjugaat wordt de mono-
layer 4 maal gewassen met PBS en bewaard in 90% glycerine-10% PBS. 
1.2. 5. Telling van fluorescerende cellen 
De schaaltjes worden bekeken onder eenZeiss-fluorescentiemikroskoopmeteen Tiyoda 
donkerveldkondensor. Een Osram HBO 200 hoge druk kwiklamp wordt gebruikt als UV-bron. 
Een kombüiatie van het BG 12 filter met sperfilter 47 blijkt voor onze doeleinden het meest ge-
schikt. Celtellingen worden gedaan bij een vergroting van ongeveer 80 maal met een Zeiss 6,3 χ 
Neofluar objektief, dat een werkafstand heeft, groot genoeg om ook de randen van het schaaltje te 
bekijken, en een 12,5 χ okulair. Afhankelijk van het aantal te tellen cellen wordt de diameter van 
het gezichtsveld gevarieerd door een groothoekokulair te gebruiken (diameter 2,84 mm) of te werken 
met een normaal okulair, al dan niet met een inlegringetje. 
Tot 40 cellen per gezichtsveld kunnen gemakkelijk zonder verdere hulpmiddelen geteld worden. De 
resultaten, uitgedrukt in cel-infekterende eenheden (СШ), worden weergegeven in het aantal geïn-
fekteerde cellen per gezichtsveld van 2,84mm diameter. Ter verkrijging van het aantal geïnfek-
teerde cellen per schaaltje (diameter 33,6 mm) moet dit vermenigvuldigd worden met een faktor 140. 
Tenminste 500 fluorescerende cellen worden geteld per schaaltje in willekeurig gekozen gezichts-
velden. Wanneer er weinig geïnfekteerde cellen zijn, worden 50 gezichtsvelden geteld; dit komt 
overeen met 35% van het totale oppervlak. 
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Fig.l. Adsorption of adenovirus type 
2 to diploid fibroblastic cells. Virus 
adsorbed at 12 hours plus quantity 
remaining in the medium is equalized 
to 100%. 
Each point represents the average 
count of five plates with its standard 
deviation. Total virus at each time 
is: virus adsorbed plus quantity 
remaining free in the medium as 
determined in a separate titration 
with 6 hours adsorption and 48 hours 
incubation time. 
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Fig. 2. Rate of appearance of fluorescent cells 
in N3-monolayers, incubated with a dose of 
adenovirus type 2, infecting approximately 
0.75% of the cells. Cultures were incubated 
without antiserum (o o), or with the addition 
of type specific hyperimmune serum 48 and 
72 hours after inoculation ( · ·). Extracel­
lular virus in the medium is marked (Ψ—ψ). 
Each point represents the average count of five 
plates and its standard deviation. 
1.3. RESULATEN 
1.3.1. Virusadsorptie 
De snelheid van virusadsorptie van type 2 aan N3-cellen wordt vervolgd door het aantal 
fluorescerende cellen te tellen na verschillende adsorptie tijden. Schaaltjes worden beent met Imi 
van een virusverdunning in PBS-glucose + 0,2% BSA, zodat de multipliciteit van infektie ongeveer 
0,01 bedraagt. Er wordt geihkubeerd bij ЗбОС. Op verschillende tijden worden 5 schaaltjes uit de 
stoof gehaald; het medium wordt afgepipetteerd en bewaard voor titratie van niet-geadsorbeerd 
virus op een later tijdstip. Na wassen wordt onderhoudsmedium toegevoegd en verder geihkubeerd 
bij 360C. Na een totale inkubatieduur van 48 uur worden de schaaltjes gekleurd en de fluorescerende 
cellen geteld. Het medium dat het niët-geadsorbeerde virus bevat, wordt op dezelfde wijze getitreerd 
als de oorspronkelijk geënte virusverdunning. Hierbij wordt 6 uur geadsorbeerd. De som van het 
aantal fluorescerende cellen na 12 uur adsorberen en de hoeveelheid virus die dan nog achter blijft 
in het medium wordt gesteld op 100%. De hoeveelheid virus, geadsorbeerd op ieder tijdstip, wordt 
uitgedrukt als een percentage hiervan (Fig. 1). 
Het virus adsorbeert slechts langzaam: ongeveer 70% van het virus is geadsorbeerd na 6 uur en 
bij een adsorptietijd van 12 uur blijft ongeveer 5% in het medium. Uit praktische overwegingen werd 
in verdere experimenten toch een adsorptietijd van 6 uur gekozen. 
De kurve voor de totale hoeveelheid virus geeft de som van de hoeveelheid virus, geadsorbeerd op 
ieder tijdstip, en het niet geadsorbeerde virus. Omdat dit laatste werd bepaald met een adsorptie-
tijd van 6 uur en slechts 70% van het virus in deze tijd adsorbeert, bedraagt de som geen 100% voor 
de tijden 1,2 en 3 uur. 
1. 3. 2. Toeneming van het aantal fluorescerende cellen met de inkubatietijd 
De volgende proeven werden opgezet om de optimale inkubatietijd voor infektiviteitstitra-
ties van type 2 en type 4 in het fluorescentiesysteem te bepalen. De inkubatietijd moet zo lang zijn 
dat de geïnfekteerde cellen voldoende virusantigenen produceren om ze te kunnen aantonen met 
behulp van de immunofluorescentie, maar zij mag niet zo lang zijn dat er sekundair geïnfekteerde 
cellen verschijnen. We mogen aannemen dat, wanneer wij de toeneming van het aantal fluores-
cerende cellen met de tijd vervolgen, na een aanvankelijke stijging van het aantal primair geïnfek-
teerde cellen, het aantal een korte tijd konstant zal blijven, waarna het aantal fluorescerende cellen 
snel zal toenemen door sekundaire infekties. Deze laatste stijging zal kunnen worden geblokkeerd 
door toevoeging van typespecifiek antiserum aan het medium, tenminste als het virus zich ver 
spreidt door het medium en niet door intercellulaire cytoplasmatische bruggen. 
De toeneming van het aantal fluorescerende cellen wordt vervolgd door een aantal kweken 
van N3-cellen te beënten met een multipliciteit van 0,0075. De adsorptietijd is 6 uur. Van 24 uur tot 
96 uur na beënten worden met tijdsintervallen van 8 uur, 5 schaaltjes gefixeerd en gekleurd en het 
aantal fluorescerende cellen geteld. Het medium van ieder tijdstip wordt bewaard en later 
getitreerd. 
Een duplo-serie wordt opgezet waaraan vers medium met 2Чг% typespecifiek immuunserum wordt 
toegevoegd 48 uur en 72 uur na enten. 
Fluorescentie wordt het eerst 24 uur na enting waargenomen, eerst in de kern en later in het cyto-
plasma, waarbij cytopathologische veranderingen optreden zonder dat de cellen loslaten. Het 
aantal fluorescerende cellen neemt toe tot 64 uur, waarna de kurve een plateau vormt om dan 8 uur 
later (72 uur na enting) weer snel te stijgen door sekundaire infekties (Fig. 2). 96 Uur na enting 
vinden wij groepjes fluorescerende cellen, gevormd door uitzaaiing vanuit primair geïnfekteerde 
cellen. Virus komt vrij in het medium vanaf 56 uur na enting. Daar nieuw geïnfekteerde cellen na 
24 uur positieve fluorescentie beginnen te geven, mag vanaf 80 uur inkuberen een snelle toeneming 
van sekundaire infekties worden verwacht, wat overeenstemt met de waarnemingen. In de serie met 
immuunserum treden nauwelijks sekundaire infekties op; ook worden geen foei van fluorescerende 
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Fig. 3. Relative increase in number of fluorescent 
cells with incubation time for adenovirus type 2 
and type 4. Number of fluorescent cells at each 
incubation time is given as a fraction of total 
number at optimal incubation time: 64 hours for 
type 2 and 96 hours for type 4. Each point repre­
sents the average count of Ave plates and its 
standard deviation. The best fitting line, calculated 
by least square analysis, gives for type 2: 
Y=0.030X-0.872 and for type 4: Y=0.015 X-0.359, 
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Fig. 4. Linear relationship between concentration 
of adenovirus type 2 and number of fluorescent 
cells. Each point represents the average count of 
five plates and its standard deviation. 
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cellen waargenomen. Dezelfde experimenten met type 4 geven een veel langzamer groei te zien. 
Het aantal primair geihfekteerde cellen neemt minder snel toe tot 96 uur na enting, blijft dan kon-
stant tot 104 uur en geeft vervolgens een snelle stijging te zien door sekundaire mfekties. Ook hier 
worden foei van fluorescerende cellen gevormd, die worden onderdrukt door toevoeging van type-
specifiek antiserum aan het medium. Extracellulair virus wordt gevonden vanaf 88 uur na enting. 
In Fig.3 wordt het aantal fluorescerende cellen op ieder tijdstip weergegeven als een fraktie van 
het totaal aantal primair geihfekteerde cellen. 
Voor type 2 wordt het maximum bereikt na 64 uur en voor type 4 na 96 uur inkuberen. Met behulp 
van de methode van de kleinste kwadraten wordt de best passende rechte lijn door de punten bere-
kend; voor type 2: Y= 0,030X - 0,872 en voor type 4: Y= 0,015X - 0,359, waarin Y het relatieve 
aantal fluorescerende cellen is bij een zekere inkubatieüjd X. De virussynthese in verschillende 
cellen blijkt zeer asynchroon te verlopen. Dit geldt in nog sterkere mate voor type 4, waarvoor de 
kurve vlakker loopt dan voor type 2. Uit praktische overwegingen gebruiken wij als standaard een 
inkubatietijd van 48 uur voor type 2 en van 72 uur voor type 4, waarmee slechts respektievelijk 
ongeveer 55% en 65% van de totale infektiviteit wordt aangetoond. 
1.3.3. Dosis-werkingsrelatie 
Om de relatie tussen de viruskoncentratie en het aantal fluorescerende cellen te bepalen 
worden schaaltjes met N3-cellen beent met tweevoudige verdunningen van type 2: voor iedere ver-
dunning 5 schaaltjes. Alle verdunningen worden hierbij gemaakt uit één stamverdunning. Voor deze 
methode wordt gekozen, omdat bij een verdunningsreeks waarin iedere volgende verdunning wordt 
gemaakt uit de vorige, een zich kumulerend verlies van virus optreedt door adsorberen van het 
virus aan de glaswand van de pipet (23). Na 48 uur inkuberen worden de cellen gefixeerd en gekleurd 
en de fluorescerende cellen geteld. Fig.4 laat zien dat het verband tussen de viruskoncentratie en 
het aantal fluorescerende cellen lineair is over een 76-voudig koncentratieverschil. Dit lineaire 
verband bewijst dat één viruspartikel voldoende is voor een infektie, zoals is aangetoond door 
Lorenz voor de plaquetechniek (24). Wanneer meer dan 7% van alle cellen positieve fluorescentie 
vertonen, is het aantal niet meer evenredig met de viruskoncentratie. De kans op infektie door twee 
of meer partikels wordt dan groter, maar de tellingen worden ook te laag omdat aangrenzende 
fluorescerende cellen niet meer afzonderlijk worden onderscheiden. 
1. 3. 4. Nauwkeurigheid van de fluorescentie-telmethode 
Eenzelfde verdunningsreeks van een type 2 inokulum wordt 5 keer gemaakt en van de 
eindverdunning 1/4000 wordt Imi geënt op 5 schaaltjes met N3-cellen van eenzelfde batch. 
De adsorptietijd is 6 uur en de inkubatietijd 48 uur. Volgens de standaardprocedure worden 500 
fluorescerende cellen geteld voor ieder schaaltje іл willekeurig gekozen gezichtsvelden. 
Het aantal fluorescerende cellen per gezichtsveld wordt berekend en het gemiddelde van de vijf 
schaaltjes wordt vergeleken voor de vijf afzonderlijke verdunningsreeksen. Het gemiddelde en de 
standaarddeviatie voor de vijf proeven is 28,5 ± 1,2 fluorescerende cellen per gezichtsveld 
(variatiecoëfficiënt: 4%). De verdunning kan dus op zeer reproduceerbare wijze gemaakt worden. 
De invloed van de batch cellen op de spreiding in de resultaten wordt onderzocht door 
eenzelfde type 2 inokulum 7 keer in een verdunning 1/8000 te enten op verschillende batches 
N3-cellen, iedere keer 5 schaaltjes. Het gemiddelde en de standaarddeviatie voor de 7 verschillende 
proeven is 26,1 ± 5,5 fluorescerende cellen per gezichtsveld (variatiecoëfficiënt 21%). De fout is 
groter dan verwacht mocht worden op grond van een fout in de verdunningsreeks. Er is dus een ver-
schil in gevoeligheid tussen de batches cellen. Verschillen in infektiviteit kunnen het best vergeleken 
worden met behulp van eenzelfde batch cellen. 
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Table 1. 
Comparison of the sensitivity of adenovirus assay on N3-cel ls by dilution end point 
and fluorescence methods 
Adenovirus 
Type 2 
Type 4 
Infectious Doses/ml 
7.8 χ 1 0 7 
2.85X 106 
CIU/ml* 
(5.9±1.2) χ 107** 
(7.4±3.0) χ 106*** 
»calculated for optimal time of incubation 
**mean and SD of 7 experiments 
***mean and SD of 4 experiments 
Fig. 5. Increase of infectivity titers of adenovirus type 2 and type 4 with incubation time as measured 
by the dilution endpoint method in diploid fibroblastic cells. Each point represents the average of six 
titrations and its standard deviation. 
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1. 3. 5. Vergelijking van de fluorescentìe-telmethode met buizentitraties op N3-cellen 
Om van een adenovirusinokulum de eindverdunning te bepalen die nog een CPE geeft, 
worden buizen met kultures van N3-cellen gebruikt, gegroeid in EBM-medium met 10% kalfsserum. 
Het virus wordt in tweevoudige stappen verdund in EBM-medium met 5% paardeserum en van 
iedere verdunning wordt Imi geënt op 5 buizen. Het medium wordt iedere 4 dagen ververst en de 
cellen bekeken op cytopathologische veranderingen gedurende 24 dagen. De hoogste verdunningen 
vragen een lange inkubatietijd voordat cytopathologische veranderingen zichtbaar worden. 
Een inkubatietijd van 24 dagen geeft een redelijke benadering van het eindpunt, zoals later zal wor-
den beschreven (1.З.6.). Het 50% eindpunt wordt berekend volgens de Spaerman-Kärber methode 
(25). In twee proeven wordt voor een type 2 inokulum een 10LogTCID50/ml gevonden van 8,12 en 
7,97 en voor een type 4 inokulum van 6,78 en 6,44. Het gemiddelde, vermenigvuldigd met een faktor 
0,69 om TCIDso-eenheden om te rekenen in infektieuse eenheden (20), bedraagt 7,8 χ 107 infectieuse 
eenheden voor het type 2 inokulum en 2,85 χ 10 6 infectieuse eenheden voor type 4. 
Deze titers worden in Tabel 1 vergeleken met die, verkregen uit titraties met behulp van de fluor-
escentie-telmethode: 7 titraties voor type 2 en 4 titraties voor type 4. 
Hierbij is rekening gehouden met de optimale inkubatietijd in de fluorescentiemethode door de ge­
tallen van type 2 te vermenigvuldigen met een faktor 2 voor het omrekenen van de titer na 48 uur 
inkuberen naar 64 uur inkuberen. Voor type 4 wordt een omrekeningsfaktor 1,5 gebruikt om de 
verwachte titer na 96 uur inkuberen te berekenen uit de gevonden titer na 72 uur. Een vergelijking 
tussen beide titratiemethoden levert geen duidelijke verschillen in gevoeligheid op. 
1. 3. 6. Inkubatietijd voor de eindpuntsbepaling in een buizentitratie 
Voor de onder 1.3.5. gemaakte vergelijking is het van belang te weten hoe lang de titer 
bij de verdunningsmethode op buizen blijft toenemen met de inkubatietijd. Hiertoe wordt een verdun­
ningsreeks van het virus in onderhoudsmedium (5% paardeserum in EBM-medium) gemaakt in 
stappen van 1/10. Van iedere verdunning wordt Imi geënt in ieder van 4 buizen met N3-cellen. De 
kultures worden om de 4 dagen ververst en het 50% eindpunt, waar nog juist een CPE waarneembaar 
is, wordt bepaald. Fig.5 laat de toeneming van de infektiviteitstiter met de inkubatietijd zien. Ieder 
punt geeft het gemiddelde van 6 proeven weer met de standaarddeviatie. Er is een aanvankelijk 
snellere toeneming in virustiter gedurende de eerste 12 dagen voor type 2. De titer van type 4 neemt 
minder snel toe; de titerstijging zet zich voort gedurende 20 dagen. Met een inkubatietijd van 24 
dagen lijkt de maximale titer voor type 2 en type 4 benaderd te worden. De langzame stijging van de 
titer kan worden verklaard door de lange tijd voordat de virusproduktie op gang komt wanneer de 
cellen gei'nfekteerd worden met een lage multipliciteit, zoals aangetoond onder 1. 3. 2., en door het 
slechts langzaam vrijkomen van virus uit de cel. 
1.4. DISKUSSIE 
De fluorescentie-telmethode werd toegepast voor infektiviteitstitraties van een aantal vi-
russen (22,26-36). Voor adenovirustitraties blijkt zij vele voordelen te hebben. Zij heeft de nauw-
keurigheid van een plaquetechniek en geeft tijdwinst, omdat de inkubatieperiode bekort wordt door 
waarneming van alleen primair geihfekteerde cellen. Voor ontwikkelingvan een CPE of een plaque 
zijn meerdere infektiecycli nodig en dit maakt deinkubatietijden van een buizentitratie (8,9) of van 
een plaquemethode (10,11,12) onpraktisch lang. 
De bruikbaarheid van de fluorescentie-telmethode wordt aangetoond door het rechtlijnig 
verband tussen de virusverdunning en het aantal fluorescerende cellen. Een enkel viruspartikel is 
dus voldoende om een fluorescerende cel te geven. Behalve een grote nauwkeurigheid heeft de 
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methode een grote reproduceerbaarheid, hetgeen is aangetoond in herhaalde titraties op verschil-
lende batches cellen. De beste vergelijkingen tussen infektiviteitstiters kunnen gemaakt worden met 
eenzelfde batch cellen. De gevoeligheid van de fluorescentie-telmethode is gelijk aan die van de 
bepaling van een eindverdunning, waarin nog een CPE wordt gevonden op N3-cellen. Waarschijnlijk 
produceert dus iedere fluorescerende cel ook infeküeus virus en is er geen sprake van een abor-
tieve infektiecyclus met ophoping van virusbouwstenen in de cel zonder assemblage tot komplete 
infektieve partikels. Dit staat in tegenstelling tot waarnemingen bij bijvoorbeeld SV40-virus (37). 
De vraag rijst of diploide fibroblasten even gevoeling zijn als andere celsystemen, zoals primaire 
embryonale nier (38) en een veel gebruikte KB-cellijn, die volgens Green (12) een zeer grote 
gevoeligheid heeft. Hierop wordt nader ingegaan in hoofdstuk 3. Onderzoek naar de absolute gevoe-
ligheid van de fluorescentie-telmethode op N3-cellen, de relatie tussen het aantal morfologische 
partikels in een viruspreparaat en het aantal cel-infekterende eenheden, wordt beschreven in 
hoofdstuk 2. 
De adsorptie van virus aan N3-cellen geschiedt zeer langzaam: 70% van type 2 wordt 
geadsorbeerd in 6 uur. Philipson (13) vindt 80% adsorptie van type 2 aan Hela-cellen in 1 uur. 
Tussen de adenovirustypen bestaan mogelijk verschillen in adsorptiesnelheid: Lawrence en 
Ginsberg (39) vinden 40-50% adsorptie van type 5 in 2 uur aan KB-cellen. 
Ook zijn er verschillen in adsorptiesnelheid tussen verschillende celtypen. Strohl en Schlesinger 
(40) vonden dat de virusadsorptie aan humane tonsilfibroblasten slechts 10-20% bedraagt van de 
hoeveelheid die onder identieke kondiües geadsorbeerd wordt aan KB-cellen. Behalve het verschil 
in celsoort kunnen ook ongunstige proefomstandigheden hebben bijgedragen aan de langzame virus-
adsorptie. Wij kozen voor een volumen van 1 ml inokulum om een goede spreiding van infekties 
over de monolayers te verkrijgen. 
Mogelijk zou door toepassing van centrifugaalkracht om het virus te sedimenteren op de monolayer, 
zoals gebruikt door Hahon (26) voor gele koorts virus, een snellere adsorptie van adenovirus ver-
kregen kunnen worden. 
24 Uur na enten vinden wij de eerste fluorescentie in de kern. In andere celsystemen 
werd eerder fluorescentie gevonden (8,41). Later geeft ook het cytoplasma fluorescentie en het 
aantal positieve cellen neemt nagenoeg lineair toe tot 64 uur na enten van type 2. De kurve vertoont 
dan een plateau, gevolgd door een scherpe stijging door sekundaire infekties. Bij 96 uur inkuberen 
worden fluorescerende foei waargenomen: groepjes van jong geihfekteerde cellen rondom een pri-
mair geinfekteerde cel, herkenbaar door een cytopathologisch effekt. 
Bij een inkubatieduur van 72 uur worden alleen primair geihfekteerde cellen geteld. Sekundaire 
infekties kunnen worden voorkomen door toevoeging van hyperimmuunserum aan het medium. 
Virusverspreiding vindt dus waarschijnlijk voornamelijk plaats door het medium, niet via intercel-
lulaire cytoplasmatische bruggen. Dit geldt ook voor respiratory syncytial virus (27), newcastle 
disease virus (28) en poliovirus (42). Voor een aantal virussen kan uitzaaiing van de primaire 
infektie over de monolayer niet voorkomen worden door immuunserum in het medium: mazelen-
virus (43), herpes simplex (44), herpes В (42), varicella (45) en herpes zoster(45). Deze virussen 
verspreiden zich niet via het medium, maar van cel tot cel. 
Voor adenovirus type 4 blijft het aantal primair geihfekteerde cellen dat fluorescentie 
vertoont toenemen tot 96 uur na enten. Opvallendis dat de virussynthese in de verschillende cellen 
zeer asynchroon verloopt. Dit wordt ook beschreven door Strohl en Schlesinger (40,46) voor humane 
tonsilfibroblasten met adenovirus type 2, wanneer de cellen met een zeer lage mulüpliciteit worden 
geïnfekteerd en de infektie tot stand komt door slechts één viruspartikel. Schlesinger (47) schrijft 
dit toe aan het transportprobleem voor een enkel virion om de celkern te bereiken, waar het wordt 
ontmanteld om de virussynthese op gang te brengen. De snelheid waarmee dit plaats vindt verschilt 
van cel tot cel en wordt beïnvloed door zijn fysiologische aktiviteit. Deze zal voor diploide cellen 
met een delingscyclus van 3 à 4 dagen kleiner zijn dan voor een zich snel delende cellijn. 
De grotere asynchronie voor type 4 in vergelijking met type 2 wijst op verschillen in 
het infektieproces tussen beide typen. Chardonnet en Dales (48) vinden in elektronenmikroskopische 
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waarnemingen een verschil in de efficiëntte waarmee adenovirussen in de cel penetreren. Type 5 
en 1 dringen snel tot de kern door, maar type 7 en 12 worden gevangen in de lysosomen, waardoor 
de penetratie geblokkeerd wordt. Het gevonden verschil in snelheid van virusgroei tussen de typen 
2 en 4, zowel in de fluorescentiemethode als in de buizentitratie, wijst op het belang van de inku-
batietijd bij virustitraties. Omdat het hierbij altijd gaat om cellen die geinfekteerd werden door 
één virion, moet rekening gehouden worden met het asynchrone verloop van de virussynthese in de 
verschillende cellen. De grote verschillen gevonden door Green et al. (12), voor de plaque-effi-
ciënüe van de verschillende adenovirustypen, zouden onder andere hun verklaring kunnen vinden 
in het infektieproces, dat niet voor alle typen even snel verloopt. 
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HOOFDSTUK II 
Adenovirus: infektiviteits/partikel-ratio 
en DNA-gehalte van het virion 
SAMENVATTING. 
De verhouding van het aantal morfologische partikels tot het aantal-cel infek te rende 
eenheden in de fluorescentie-telmethode op N3-cellen wordt bepaald voor adenovirus type 2 en 3. 
Elektronenmikroskopische partikeltellingen worden gedaan door het virus uit de suspensie te 
sedimenteren op een koolstoffilm in een speciaal gekonstrueerd konisch inzetstuk voor de centri-
fugebuis. De betrouwbaarheid van de methode wordt bestudeerd. Wij vinden dat voor type 2 onge-
veer 1 op de 780 partikels een infektie geeft in ons titratiesysteem en voor type 3, 1 op de 1000 
partikels. 
Het DNA-gehalte per virion bedraagt 14,5% van het totaalgewicht. Door het DNA-gehalte te 
korreleren met het aantal partikels in een viruspreparaat vinden wij een molekuulgewicht voor het 
adenovirus-DNA, dat ruim twee keer groter is dan algemeen aanvaard wordt. Deze diskrepantie 
wordt in de diskussie ter sprake gebracht. 
2.1. INLEIDING 
De efficiëntie van de fluorescentie-telmethode voor adenovirustitraties kan worden uitge-
drukt in het aantal morfologische partikels dat een infektie geeft. De gevoeligheid van het cel-
systeem, waarin de infektiviteitstitraties worden gedaan, en de nauwkeurigheid van de partikel-
tellingen bepalen de uitkomst van de infektiviteits/partikel-ratio (I/P-ratio). Green et al. (12) 
vinden zeer uiteenlopende waarden voor de plaque-efficiëntie van de verschillende humane adeno-
virustypen in het door hen gebruikte KB-celsysteem. Het aantal partikels in gezuiverde virus-
preparaten van komplete virionen bepalen zij uit het drooggewicht en het molekuulgewicht van het 
virion. Dit laatste wordt berekend uit het DNA-gehalte van het virion, dat wordt geschat op 13%, 
en uit het molekuulgewicht van het virus-DNA, dat wordt geschat op 23x10* dalton, waarbij ver-
ondersteld wordt dat er maar één DNA- molekuulper virion aanwezig is. Bij de berekening van de 
PFU/virion-ratio houden zij geen rekening met mogelijke onderlinge verschillen tussen de typen 
in adsorptie-efficiëntie. Bovendien vraagt plaquevorming voor adenovirus een lange inkubatietijd 
en ook hier kunnen onderlinge verschillen bestaan tussen de typen. Onze fluorescentie-telmethode 
maakt een snelle titratie voor adenovirus mogelijk, omdat alleen primair geihfekteerde cellen 
worden geteld. 
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Bovendien mag verwacht worden dat iedere fluorescerende cel een komplete infektiecyclus door­
maakt met produktie van nieuw infektief virus, omdat de titers overeenkomen met die in de buizen-
titratiemethode, zoals is aangetoond onder 1.3.5. Door de partikels te tellen met de elektronen-
mikroskoop, was het ook mogelijk rekening te houden met de aggregatietoestand van het gezuiverde 
virus. 
2.2. MATERIAAL EN METHODEN 
2.2.1. Celkweek en media 
Het aanhouden van N3-cellen en de kweek in plastic petrischaaltjes werden beschreven 
onder 1.2.1., evenals het kweken van KB-cellen. Voor de kuituur van Hela-cellen in suspensie 
wordt MEM-medium gebruikt, aangepast voor suspensiekweek (19), met toevoeging van 0,2% (w/v) 
methylcellulose en 5% paardeserum. Kultures van 500ml worden aangelegd en de cellen worden in 
suspensie gehouden door een magneetroerder. De celdichtheid is 5 χ IO5 cellen/ml op het moment 
van virusenting. Het gebruik van PBS is beschreven onder 1.2.1. 
2.2.2. Virus 
De prototypestammen van adenovirus type 2 ('Adenoi'd-B') en type 3 ('G.B.') worden ge­
bruikt (21). Stam '44.118' is een vers geïsoleerde type 2-stam in Hela-cellen bij een kindje 
met een respiratoire aandoening. De virusvoorraad wordt aangemaakt op KB-cellen. 
2.2. 3. Infektiviteitstest 
Voor infektiviteitstitraties wordt de fluorescentie-telmethode gebruikt op humane 
diploide fibroblasten, zoals beschreven onder 1.2.З., 1.2.4. en 1.2.5. Voor routine-titraties wordt 
de monolayer beent met Imi virusverdunning in PBS-glucose met 0,2% BSA. De adsorptietijd is 
5 uur en de inkubatietijd 48 uur voor type 2 en 72 uur voor type 3. Deze inkubatietijden zijn te kort 
om de maximale titer te verkrijgen, maar voldoende om een indruk van de infektiviteit te geven. 
Voor het bepalen van I/P-raüo's worden de kondities gewijzigd. Het virus wordt geënt in een 
volumen van 0,2ml en wordt 4 uur geadsorbeerd, met regelmatig schudden voor een betere ver-
spreiding van het inokulum waarna, zonder de entvloeistof te verwijderen, 2ml onderhoudsmedium 
wordt toegevoegd. Voor type 2 en type 3 wordt 72 uur geïnkubeerd. Bij een langere inkubatietijd 
zouden zich, zonder toevoeging van immuunserum, sekundaire infekties ontwikkeld hebben. Om de 
nauwkeurigheid te vergroten worden titraties voor de I/P-ratio altijd in duplo uitgevoerd en wordt 
het virus altijd in meerdere verdunningen geënt, drie schaaltjes voor iedere verdunning. 
2. 2. 4. Virus zuivering 
In grote lijnen wordt de procedure van Green en Pina (49) overgenomen. Suspensiekweken 
van Hela-cellen (500 ml) met een celdichtheid van 5x105 cellen/ml worden beent met een overmaat 
adenovirus. 48 Uur na infektie worden de cellen afgecentrifugeerd: 10 min. bij 1200 rpm. De cellen 
worden gewassen met Hanks BSS en geresuspendeerd in 10 ml PBS-glucose. Deze 50 keer gekon-
centreerde celsuspensie wordt bij -50° С bewaard en dient als uitgangsmateriaal voor de virus­
zuivering. De hele zuiveringsprocedure wordt nauwgezet in de koude uitgevoerd. Tien ml gekoncen-
treerde, gei'nfekteerde celsuspensie wordt ontdooid en gehomogeniseerd met 35 ml koude Tris-buffer 
(0,01 M Tris-HCl buffer, pH8,l) door ultrasone trilling gedurende 30 sec. Het celdebris wordt 
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Fig. 6. Equilibirium density gradient centrifugation of concentrate of Genetron - extracted infected 
cell suspension in CsCl (1.34 gr/cm3) shows a lower band (1.34 gr/cm3) and two upper bands (density 
about 1.30 gr/cm3). 
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afgecentrifugeerd: 20 тіл. bij 3000 rpm. Het supernatant wordt twee keer geëxtraheerd met 
Genetron (1,1,2-TrichIoro trifluoroethaan, 'Genetron 113', Fluka A.G.) door homogenisatie met 
behulp van ultrasone trilling. Het virus zit dan in 60 ml van de waterige fase. Het wordt gekoncen-
treerd op een kussen van 8ml CsCl-oplossing (1,43 gram/cm3 in 0,01 M Tris-buffer) in een 34 ml 
centrifugebuis van de SW25.1 rotor van de Spincopreparatieve ultracentrifuge, gedurende 2 uur bij 
20.000 rpm. Het virus verzamelt zich in een of meer banden op het grensvlak van de twee fasen. 
Het supernatant met oplosbaar celdebris en oplosbare virusbouwstenen wordt voorzichtig afgepipet-
teerd en een tweede portie van de met Genetron geëxtraheerde suspensie kan worden opgebracht. 
Het centrifugeren wordt herhaald en het supernatant en een laagje CsCl op de bodem wordt afge-
zogen. De dichtheid van de overblijvende virussuspensie wordt op 1,34 gram/cm3 gebracht door 
gekoncentreerde CsCl-oplossing in 0,01 MTris-buffertoetevoegen en het volumen wordt op 14 ml 
gebracht. De 14ml virussuspensie in CsCl-oplossing (1.34 gram/cm3) wordt gedurende 24 uur bij 
35.000 rpm.(40C) gecentrifugeerd in een SW39 uitzwaairotor en de rotor wordt gestopt zonder af te 
remmen. Deze evenwichtdichtheidsgradiënt-centrifugatie geeft een duidelijke band ongeveer in het 
midden van de buis (dichtheid 1.34 gram/cm3) en twee kleinere banden boven in de buis (Fig.6). 
Deze worden altijd bijeengevoegd en samen beschouwd als de 'bovenste band'. Een laagje eiwit 
drijft boven in de buis. De banden worden voorzichtig verzameld met een injektiespuit. Het CsCl 
wordt verwijderd over een kolom van Sephadex G-25, waarbij fosfaatgebufferd fysiologisch zout 
(0,15 M NaCl-0,02 M Natriumfosfaat-pH7,4) wordt gebruikt als loopvloeistof. 
Gezuiverde viruspreparaten worden bewaard bij -50° C. Voor de infektiviteitstitraties wordt een 
monster apart 10 keer verdund in PBS-glucose met 0,2% BSA en bewaard bij -50° С 
2.2.5. Telling van viruspartikels met de elektronenmikroskoop. 
Er wordt gebruik gemaakt van een konische centrifugecel, passend in de bekers van de 
Spinco SW39 uitzwaairotor, volgens een beschrijving van Mathews en Buthala (50). De cel is zo 
gekonstrueerd, dat de wanden evenwijdig lopen met de richting van de centrifugaalkracht. Hierdoor 
wordt een wandeffekt en wervelingen voorkomen, zodat een gelijkmatige sedimentatie gegarandeerd 
wordt. Het virus wordt gesedimenteerd op een koolstofvliesje op een rond geslepen glaasje onder in 
de buis. Omdat het koolstofvliesje soms moeilijk los te krijgen is van het glas na centrifugeren, 
wordt het glaasje voor het aanbrengen van de koolstoflaag 'gecoat' door onderdompelen in 4% collo-
dionoplossing. Eén ml virussuspensie, in 0,15 M ammoniumacetaat (pH7,5) verdund, wordt in 
iedere cel gebracht en het virus wordt 30 min. bij 20.000 rpm. gesedimenteerd (31.500 g). De 
berekening leert, dat dit voldoende moet zijn om alle virus te sedimenteren. Na centrifugeren wordt 
het inzetstuk gedemonteerd en het ronde glaasje voorzichtig verwijderd. Fixatie wordt achterwege 
gelaten en de preparaten worden gedroogd en geschaduwd met platina onder een hoek van 60oC. 
Hierop wordt een tweede laagje koolstof verdampt. Om het koolstoffilmpje los te krijgen van het 
glas wordt het plaatje onder een hoek gedompeld in een 1% HF-oplossing (51). Het drijvende kool-
stoffilmpje wordt overgebracht op gedemineraliseerd water en opgepakt op een 400 mesh koperefi 
grid, waarbij getracht wordt het gridje in het centrum van het koolstoffilmpje te brengen. 
De partikeltellingen worden gedaan in een projektie van het fotografisch negatief van 
enkele gezichtsvelden. Omdat de afmetingen van de cel bekend zijn kan de hoogte van de vloeistof 
in de cel berekend worden, zodat een faktor kan worden berekend om uit het aantal partikels per 
fotografisch negatief het aantal partikels per cm3 van de oorspronkelijke virussuspensie vast te 
stellen (50). Als Ρ het gemiddelde aantal partikels is van enkele foto's, wordt het aantal partikels 
in 1 cm3 onverdunde virussuspensie als volgt berekend: 
Partikels/cm3 - P x V e r d»""i"g * (Vergroting)2 
Volumen 
'Volumen' is het volumen virussuspensie dat de partikels bevat, die op een fotografisch negatief 
terecht komen: 7,84 cm2 voor het oppervlak van een negatief, 2,765 cm voor de hoogte van de 
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Table 2. 
Purification of adenovirus type 2 
Total infectivity, CIUxlO"9 
(Tris-extract of concentrated 
cell suspension)* 
Genetron-treated extract 
Concentration on a cushion 
of CsCl 
CsCl gradient: 
upper bands 
lower band, 
after G25-chromatography 
Yield of purified virus, 
%of starting infectivity 
Total yield of purified virus: 
infectivity, CIUx 10" 9 
mgr protein 
Experiment 1 
13 3.5 
20.5%** 43% 
124% 
0.3% 
123% 
38.5% 
6.5 
5.15 
Experiment 2 
13 14.5 
23% 32.5% 
107% 
2% 
56% 
16% 
4.6 
4.0 
•In each experiment two batches of concentrated cell suspension were used for puri­
fication. The suspensions were mixed after Genetron extraction. 
••Percentage infectivity of preceeding step in the purification procedure. 
Fig. 7. Growth of adenovirus type 2 
strain 'Adenoid-6' in Heia cell suspen­
sion culture. 
Cultures inoculated with 1.6 CIU/cell. 
About 50 CIU are produced per cell. 
Infectivity titrations by a fluorescent 
cell counting technique on diploid fibro­
blastic cells. 
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vloeistof in de cel en 0,848 als korrektìefaktor omdat de sedimentatierichtingen van de deeltjes 
divergeren. Dus 'Volumen' is 7,84x2,765x0,848=18,383 cm3. De vergrotmg van het gridje naar de 
foto wordt berekend uit het negatief van een replica (54800 lijnen/inch) dat met iedere serie op-
nieuw mee gefotografeerd wordt. 
2. 2. 6. Negatief-kontrastkleuring 
Voor negatief-kontrastkleuring wordt de methode van Brenner en Horne (52) gevolgd. 
Gezuiverde viruspreparaten worden gemengd met 1% fosfowolfraamzuuroplossing, pH6,2, direkt 
op het koolstofvliesje. Partikels met een elektronendichte kern zijn opgevuld met de negatief-kon-
trastkleurstof en men veronderstelt dat ze leeg zijn: het zijn dus viruscapsiden zonder DNA-kern. 
Dit wordt bevestigd door hun lagere dichtheid. 
2.2.7. DNA-bepaling 
Deoxyribonukleihezuur wordt bepaald met de difenylamine-methode (53). Als standaard 
wordt hoog polymeer kalfsthymus-DNA (British Drug Houses Ltd.) gebruikt. De bepaling wordt 
uitgevoerd door gezuiverde viruspreparaten 70 min. bij 70° С te verhitten in 0,5 N perchloorzuur. 
Het precipitaat wordt 15 min. bij 3000 rpm. afgecentrifugeerd en het DNA in het supernatant wordt 
bepaald door difenylaminereagens met aceetaldehyde toe te voegen. De kleur die zich na overnacht 
inkuberen bij kamertemperatuur ontwikkelt wordt spectrofotometrisch gemeten bij 600 τη μ. Een 
standaardoplossing van zuiver thymus-ΟΝΑ(120μ gram/ml) werd iedere keer meegenomen en gaf 
een gemiddelde van 118μ gram DNA/ml in 6 bepalingen (SD ± 5). 
2.2.8. Eiwitbepaling 
Eiwit wordt bepaald met het Folin-fenolreagens, volgens de richtlijnen van Lowry et el. 
(54). Zeer zuivere bovine serumalbumine (Armour Pharmaceutical Company) wordt gebruikt als 
standaard. Een standaardoplossing van 250μ gram eiwit/ml gaf in 5 bepalingen gemiddeld 247μ 
gram eiwit/ml (SD ± 9,5). 
2.2. 9. Dichtheid van CsCl-oplossingen 
Dichtheidsbepalingen worden gedaan door uit de brekingsindex bij 25° С de dichtheid in 
gram/cm3 te berekenen met de formule, gegeven door Vinograd en Hearst (55). 
2.3. RESULTATEN 
2.3.1. Groei van adenovirus type 2 in Hela-cellen in suspensiekweek 
Een 500 ml suspensiekweek van Hela-cellen (5x10 cellen/ml) wordt beent met 4 ml 
adenovirus type 2 in een multipliciteit van 1,6 CIU/cel. Regelmatig worden monsters van 10 ml 
genomen en afgedraaid bij 1200 rpm. Het celsediment wordt gewassen met Hanks BSS en geresus-
pendeerd in 10 ml PBS-glucose en bewaard bij -50oC. Na zes keer bevriezen en ontdooien en 
afcentrigugeren van het celdebris wordt de infektiviteit in het supernatant getitreerd met de 
fluorescentie-telmethode, waarbij twee dagen geihkubeerd wordt. Fig. 7geeft de totale infektiviteit 
17 
Table 3. 
State of aggregation of purified adenovirus type 2 at different dilutions 
An -Units: Aggregates of 
η=1,2,3... etc .particles 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
> 1 0 
Total number of A
n
-Units counted 
Total number of particles counted 
Number of An-Units/number of particles 
Number of A„-Units/cm 3 xl0- 1 1 (undiluted) 
Number of part ic les/cn^xlO - 1 1 (undiluted) 
Virus dilution 
1/100 
11068 
3.66 
1/500 
0.4915* 
0.2182 
0.1135 
0.0652 
0.0379 
0.0237 
0.0098 
0.0098 
0.0062 
0.0038 
0.0203 
3373 
8155 
0.41 
1.67 
4.05 
1/1000 
0.5981 
0.1923 
0.0918 
0.0395 
0.0250 
0.0150 
0.0102 
0.0068 
0.0046 
0.0046 
0.0118 
6275 
12743 
0.49 
1.56 
3.16 
1/1500 
0.6355 
0.1917 
0.0872 
0.0384 
0.0188 
0.0093 
0.0048 
0.0053 
0.0035 
0.0017 
0.0037 
3981 
7007 
0.57 
1.73 
3.04 
1/3000 
0.6847 
0.1815 
0.0585 
0.0292 
0.0160 
0.0089 
0.0068 
0.0028 
0.0046 
0.0014 
0.0053 
2804 
4752 
0.59 
1.82 
3.09 
Average number of particles/cm 3±SD:(3.40±0.44)xl0 1 1 
•Relative frequency of A^-Units as a fraction of total number of Ал-Units. 
Table 4. 
Dispersion of virus aggregates by ultrasonic treatment 
No.of particles/cm 3 
of virus suspension 
6.2 χ 1 0 ' 
Ultrasonic 
treatments min. 
No 
Yes 
No.of particles 
counted 
895 
903 
No.of An-Units 
598 
702 
Percentage 
single particles 
of An-Units 
75% 
83% 
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voor de hele kulture, 25xl07 cellen, op ieder tijdstip. De kurve heeft de karakteristiek van een 
eenstaps-groeikurve. Intracellulair virus neemt vanaf ISuurinkuberentoe tot 50 CIU/cel. Dit lijkt 
een schamele opbrengst in vergelijking met bevindingen van Green en Pina (49). Dit komt nog ter 
sprake in de diskussie. 
2. 3. 2. Viruszuivering 
Tabel 2 geeft een indruk van het verlies aan infektiviteit tijdens de viruszuiveringspro-
cedure. Er wordt uitgegaan van twee batches gekoncentreerde celsuspensie die afzonderlijk 
worden geëxtraheerd met Genetron. De extrakten wordengekoncentreerd op eenzelfde CsCl-kussen. 
De opbrengst aan infektiviteit in iedere zuiveringsstap wordt in tabel 2 weergegeven als percen-
tage van de voorgaande stap. De meeste infektiviteit gaat verloren door de Genetron-extraktie. 
Gezuiverde viruspreparaten bevatten meestal 30 tot 80% van de infektiviteit van het uitgangsma-
teriaal. Na de evenwichtdichtheidsgradiënt-centrifugatie verschijnen twee banden boven in de buis 
(dichtheid ongeveer 1,30 gram/cm3) en een band midden in de buis (dichtheid 1,34 gram/cm3): 
fig.6. De bovenste banden met hun kleinere dichtheid bevatten lege viruscapsiden zoals is aange-
toond door negatief-kontrastkleuring in fig.8a. Zij bevatten weinig infektiviteit en minder dan 1,5% 
DN A(DN A-gehalte ten opzichte van het totaalgewicht van DNA en eitwit). Mogelijk bevat het virus 
in de onderste band van deze twee een kleine hoeveelheid DNA. De onderste band vertoont onder 
de elektronenmikroskoop volle partikels (fig.8 b,c). Verder blijkt het DNA-gehalte van gezuiverde 
adenovirus type 2-preparaten gemiddeld 14,5% te bedragen (tabel 9). De onderste band wordt ge-
bruikt voor bepaling van de I/P-ratio. Bij nadere beschouwing, maar op de foto's minder duidelijk 
uitkomend, bevat de gradiënt nog meer vage bandjes dan de bovengenoemde, mogelijk van virionen 
met meer of minder inkomplete DNA-molekulen. Ditis in overeenstemming met niet gepubliceerde 
waarnemingen van Doerfler, New York. 
2. 3. 3. Aggregatietoestand 
De aggregatietoestand van virusinokula moet in aanmerking genomen worden bij het be-
palen van een I/P-ratio. Galasso en Sharp (56) vinden een toeneming van de infektiviteit van hun 
vacciniavirus-preparaten, wanneer deze met ultrasone trillingen behandeld worden, door dispersie 
van virusaggregaten. Het aantal partikels per infektieuse eenheid neemt hierbij dus af. In het ver-
volg zullen wij met het symbool Ал virus-aggregaten aanduiden, waarbij de index η het aantal 
partikels in een aggregaat aangeeft en 1 of meer kan zijn. Deze eenheid kan, onafhankelijk van de 
grootte van n, slechts één infektie geven. 
Er worden enkele verdunningen gemaakt van een viruspreparaat in 0,15M ammoniumacetaat, pH 7,5 
en deze worden goed gemengd. De partikels worden uit de suspensie gecentrifugeerd. Aan de hand 
van foto's waarvan in fig.9a,b,c end voorbeelden worden gegeven, kan een analyse gemaakt worden 
van de aggregatietoestand. 
Bij de gebruikte methode wordt het virus direkt uit de suspensie gecentrifugeerd op de koolstof-
film en is er een minimum aan manipulaties nodig. Wij menen dat de aggregatie van partikels op 
de foto's de aggregatietoestand in de virussuspensie weergeeft die ook aanwezig is voordat gecen-
trifugeerd wordt. Tabel 3 geeft de frekwentieverdeling weer van losse partikels en van aggregaten 
van twee en meer partikels: (Ал, waarin л=1,2,3.. enz.) voor iedere verdunning. Het was niet moge­
lijk dit te bepalen voor de 1/100-verdunning omdat de partikels te dicht op elkaar liggen. De 
frekwentie van losse partikels en aggregaten van twee en meer wordt uitgedrukt als fraktie van het 
totaal aantal A
w
-eenheden. 
Tabel 3 laat zien dat de aggregatietoestand afneemt door verdunning: 49% losse partikels in de 
1/500-verdunning en 68% in de 1/3000-verdunning en een toeneming van de ratio Ал/Partikels van 
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Fig. 8. a, b, с. Negative stained electron microscope preparation; empty capsids in the pooled upper 
bands of the density gradient (b) and full particles in the lower band (a.c). (magnification: a and b: 
70.000 x; c: 300.000 x). 
с^  
^ ^ ^ 
21 
22 

Fig 9а,Ь,с,d. State of aggregation of some adenovirus type 2 suspensions diluted 1/100 (a), 1/500 
(b), 1/1500 (c) and 1/3000 (d). Undiluted preparation contains 3,675x1o11 particles/ml Dispersion 
of aggregates by dilution, (magnification: 20.000x). 
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Table 5. 
Infectivity of purified adenovirus preparations after different times of storage at -50oC 
Adenovirus 
Infectivity of freshly purified 
virus preparation (ClU/mlxlO-7) 
Infectivity after different times 
of storage at -50oC (ClU/mlxlO"7) 
2 hours 
4 hours 
1 day 
2 days 
12 days 
41 days 
50 days 
Mean CIU/ml±SDxl0-7 
Type 2 
62 
74 
48 
46 
38 
54±14 
Type 3 
12 
12 
14 
21 
14.5±4 
Table 6. 
Particle counts of virus preparations immediately after purification and after storage at -50° С 
Adenovirus 
Type 2(strain'Ad-6') 
Type г^Іга іп^.Ш·) 
Storage at-500C 
No storage 
8 days 
No storage 
22 days 
Number of tests 
3 
4 
1 
3 
Mean of particles/cm3 
±SDx 10-10 
48.5±7 
43 ±3 
17 
18.5±1.5 
Table 7. 
Reproducibility of particle count method 
Adenovirus 
type 2 
Virus di­
lution 
1/1000 
1/1000 
1/1000 
1/1000 
1/2000 
1/2000 
1/2000 
Number of 
micrographs 
counted 
6 
6 
6 
6 
18 
6 
6 
Number of 
particles/ 
micrograph 
±SD 
1149 ±46 
1120 ±194 
1382 ±112 
1460 ±57 
719 ±45 
783 ± 57 
658 ± 31 
Number of 
Ая-Units/ 
micrograph 
±SD 
687 ± 76 
614 ±81 
799 ± 42 
904 ± 71 
437 ± 58 
423 ± 44 
382 ± 17 
Number of particles/ 
cm
3±SDxl0-7 
45 ±2 
44 ±8 
44 ±3.5 
43 ± 2 
28 ± 2 
23 ± 2 
19 ± 1 
Average (undiluted):(45±5.5)xl010 P/cm3 
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0,41 voor de 1/500-verdunning tot 0,59 voor de 1/3000-verdunning. Men mag aannemen dat de 
minstens 10-voudig hogere verdunningen, die gebruikt worden voor de infektiviteitstitraties, nog 
minder geaggregeerd virus bevatten. 
2.3. 4. Invloed van ultrasoon trillen op de aggregatietoestand en de infektiviteit 
Tabel 4 laat zien dat het virus nog verder kan worden gedispergeerd door ultrasoon 
trillen. Een viruspreparaat, bevattende 6,2x10 7 partikels/cm3, wordt twee minuten ultrasoon be-
handeld en het aantal An -eenheden wordt geteld. Het percentage losse partikels berekend ten 
opzichte van het totaal aantal A„-eenheden is na behandeling hoger (83%) dan voor behandeling (75%). 
Het percentage losse partikels neemt toe door ultrasoon trillen. Het gevonden verschil is signifikant 
(Z2-toets voor een 2x2 tabel: P<0,005). Maar tegelijk wordt de infektiviteit twee-voudig minder. 
Daarom zagen wij af van deze methode om het virus te disperge ren voor bepaling van de I/P-ratio. 
2. 3.5. Invloed van bewaren bij -SQOC op de infektiviteit en de partikeltellingen van gezuiverde 
adenovirusprepa raten 
Om een mogelijk verlies aan infektiviteit en partikels door het stukgaan van virionen 
door het bevriezen te vookomen, hebben wij in latere proeven de infektiviteitstitraties en de 
partikeltellingen direkt na de viruszuiveringen gedaan. Omdat dit niet altijd mogelijk was, onder-
zochten wij de invloed van het bevriezen en bewaren bij -500C. Het virus voor infektiviteitstitraties, 
dat in alle proeven direkt na zuivering 1/10 werd verdund in PBS-glucose + 0,2% BSA, werd 
bewaard bij -50oC. Na verschillende tijden wordt de infektiviteit getitreerd. De resultaten voor 
twee preparaten worden weergegeven in tabel 5. Wij zien geen duidelijke invloed van bevriezen op 
de infektiviteit. 
De virussuspensie voor partikeltellingen wordt onverdund bewaard in de loopvloeistof 
van de G25-kolom(0,15M NaCl, gebufferd met 0,02M fosfaat, pH 7,4) bij -50oC. Dit veroorzaakt 
geen merkbaar verlies aan partikels, zoals tabel 6 laat zien. Op de elektronenmikroskoopfoto's 
wordt in geen enkel geval een aanzienlijke afbraak van virionen waargenomen. Wij achten het ver-
antwoord om de gemiddelde waarden van de infektiviteitstitraties en partikeltellingen van vóór en 
ná bevriezen te gebruiken voor berekening van de I/P-ratio. 
2.3. 6. Nauwkeurigheid van de partikeltelling 
Voor iedere partikeltelling worden zoveel willekeurig gekozen gezichtsvelden gefoto-
grafeerd onder de elektronenmikroskoop dat 5000 tot 10.000 partikels kunnen worden geteld. De 
verdeling van de А л-eenheden over de verschillende foto's moet een Poisson-verdeling zijn met 
een standaarddeviatie gelijk aan de vierkantswortel van het per foto getelde aantal. 
In tabel 7 worden de uitkomsten weergegeven van zeven afzonderlijke tellingen van een­
zelfde viruspreparaat. Toepassing van een Я2-toets voor de varianti e van een normale verdeling op 
de gekombineerde resultaten van tabel 7, geeft een signifikante afwijking van een Poisson-verdeling 
voor de verspreiding van de Ал-eenheden over de verschillende gezichtsvelden (Z2=292; 47 vrijheids-
graden;P<0,001).De resultaten voldoen dus niet aan de verwachting dat er een gelijke verdeling is 
van viruspartikels over de koolstoffilm. De oorzaak hiervan moet misschien worden gezocht in de 
vorm van de konische centrifugecel die mogelijk nog niet helemaal voldoet aan de eisen voor een 
gelijkmatige sedimentatie; deze had dan wigvormig moeten zijn. 
Voor twee verschillende preparaten wordt het verband tussen de verdunning en het aantal 
getelde viruspartikels weergegeven in fig. 10. Een rechte lijn door de oorsprong met behulp van de 
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Fig. 10. Straight line plot of the relationship between virus dilution and number of particles counted 
in two separate experiments. The line through the origin was calculated by least square method. 
Number of particles/ml =3.70x1ο11 χ Dilution. 
For each point the SE is marked. The latter was calculated from the pooled standard deviations of 
11 series for which particle numbers were determined two or more times. 
(Degrees of freedom: 20; SE=0.56xl08). 
30 
methode der kleinste kwadraten berekend, past goed bij de punten. Hieruit mogen wij konkluderen 
dat alle viruspartikels uit de suspensie worden geteld en dat er geen verlies is tijdens het prepare-
ren van de koolstoffilm, ofer zou een konstant percentage verlies moeten zijn, onafhankelijk van de 
koncentratie van partikels in de suspensie. 
2.3. 7. Infektiviteits/partikel-ratio voor type 2 en type 3 
De resultaten van infektiviteitstitraties en partikeltellingen van de prototypestammen van 
type 2 en type 3 en van de type 2 stam '44.118' worden weergegeven in tabel 8. De gezuiverde 
viruspreparaten bevatten alleen komplete virionen. Hiervan slaagt ongeveer 1 op de 750 er in een 
infektie te geven in het geval van type 2. De stam '44.118' wijkt daar niet van af. Voor type 3 wordt 
een ratio van 1 infektieus partikel op de 1000 gevonden. 
De aggrega tie toe stand wordt niet in aanmerking genomen voor het bepalen van de I/P-
ratio: (1) de virusverdunningen voor de infektiviteitstitraties zijn minstens 10 keer hoger dan de 
verdunningen voor de partikeltellingen en bij hogere verdunningen wordt een sterkere dispersie van 
het virus waargenomen. De 1/3000 verdunning in tabel 3 bijvoorbeeld bevat 1,03x10e partikels/cm3, 
waarvan 40% als losse partikels voorkomt. (2) De aggregatietoestand heeft slechts weinig invloed op 
het eindresultaat. Bij deze zeer lage I/P-ratio's is de kans op twee of meer infektieve partikels in 
één aggregaat, waardoor een onderschatting van de infektiviteit zou ontstaan, verwaarloosbaar klein. 
2. 3. 8. DNA-gehalte van het type 2- en type 3- virion 
De resultaten van DNA-en eiwit-bepalingen van gezuiverde viruspreparaten worden 
weergegeven in tabel 9. Het percentage DNA voor type 2 is gemiddeld 14,5% van het totaalgewicht 
in vijf proeven (SD±1,6%). Dit is binnen zekere grenzen in overeenstemming met de bevindingen van 
Green en Pina (49) die een DNA-gehalte van 13,3% vonden. Het verschil kan worden verklaard uit de 
onnauwkeurigheid van de bepaling bij de geringe hoeveelheden DNA die worden gemeten. Het mole-
kuulgewicht van het DNA per virion wordt als volgt berekend: 
gram DNA/ml 23 
DNA/vinon (dalton) = χ 6.10 
partikels/cm3. 
Voor type 2 vinden wij een gemiddelde van 56,5x10* (SD± l lxlO 6 ) voor het molekuulgewicht van 
het virion-DNA in vier proeven. Voor type 3 is dit 45x10*· dalton. De oorspronkelijke opzet was, 
de DNA-bepaling te gebruiken als kontrole op de partikeltellingen, uitgaande van een molekuulge­
wicht voor het virus-DNA van23xl06 , zoals is opgegeven in de literatuur (57,58). Onze uitkomsten 
verschillen echter van die uit de literatuur. Wij vinden voor type 2 zelfs 2,4x meer DNA per virion 
dan met andere methoden is aangetoond. In de diskussie zullen wij hierop terugkomen. 
2.4. DISKUSSIE 
De door ons gebruikte suspensiekweek van Hela-cellen geeft een opbrengst van 50 
CIU/ceI voor type 2. Dit getal is verkregen uit titraties met een inkubatietijd van 48 uur. Wanneer 
wij de optimale inkubatieduur voor titraties in rekening brengen, kan de opbrengst worden geschat 
op ongeveer 150 CIU per cel. Bij een I/P-ratio voor type 2 van 1/750 komt dit overeen met ruim 
100.000 komplete virionen per cel. Deze uitkomst benadert die van Green en Pina, die onder opti­
male kondities in hun KB-celsysteem voor type 2 een opbrengst krijgen van 5000-10.000 PFU/cel 
(49). Bij een plaque-efficiëntie van 1:33 (12) komt dit overeen met een opbrengst van 250.000 
komplete partikels per cel. 
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Table 8. 
Infectivity/particle ratio for adenoviruses types 2 and 3 
Adenovirus 
Type 2* 
Type 2* 
Type 2* 
Experi­
ment No. 
2 
4 
5 
1 
Type 2(strain 6 
'44.118') 
Type 3* 
Type 3* 
7 
8 
Virus infectivity 
No.of 
tests 
2 
3 
5 
2 
4 
1 
CIU/ml±SDxlO-7 
34 ±6 
69 ±16 
54 ±14 
20.5 ± 0.6 
14.5 ± 4 
2.2 
Particle - counting 
No.of 
tests 
7 
8 
7 
4 
6 
5 
Number of particles 
cm
3±SDxlO-10 
33 ±6 
38 ±10 
45 ± 5.5 
18 ± 1.5 
11 ± 0.25 
2.9 ± 0.4 
Infectivity/ 
particle 
ratio 
1/970 
1/550 
1/840 
1/890 
1/765 
1/1290 
•prototype strain. 
Table 9. 
DNA/protein-ratio of purified adenovirus preparations and DNA content/virion 
Adenovirus 
Type 2 ** 
Type 2 ** 
Type 2 ** 
Type 2 ** 
Type 2 ** 
Type 2(stra: 
'44.118') 
Type 3 ** 
Experiment 
number 
1 
2 
3 
4 
5 
η 6 
7 
¿«g DNA/ml 
10 
23 
19 
42 
48 
12 
8 
μg protein/ml 
50.5 
165 
118.5 
249 
262 
85 
45 
%DNA of 
total 
weight 
16.5% 
12.2% 
13.8% 
14.4% 
15.5% 
12.3% 
15.7% 
Number of 
particles/ 
c m
3
x l 0 - 1 0 
11 
33 
-
38 
45 
18 
11 
DNA/virion 
daltonxlO"6* 
54 
42 
-
66 
64 
39 
45 
* gram DNA/ml.
 x
6xlo23
=
DNA/virion (dalton) 
No.of particles/cm 
»•prototype strain. 
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De betrekkelijke lage I/P-ratio die wij vinden met ons titratiesysteem zou kunnen 
worden verklaard door: 
(1) beschadiging van het adenoviruscapside tijdens de viruszuivering; 
(2) ons kweek systeem van Hela-cellen in suspensie vormt veel virionen met een defekt in het 
nuklei'nezuur; 
(3) een geringe gevoeligheid van de diploide cellen voor adenovirusinfektie. 
De eerste verklaring lijkt onwaarschijnlijk omdat meestal 30 tot 80% van de infektiviteit, waarvan 
wordt uitgegaan, teruggevonden wordt in de gezuiverde viruspreparaten. De derde verklaring lijkt 
erg aannemelijk: de infektiviteitstiters voor type 2 zijn 14 keer hoger op primaire humane embryo-
nale niercellen dan op N3-cellen en voor type 3 zijn ze zelfs 25 keer hoger, zoals aangetoond wordt 
in hoofdstuk 3. Uitgaande van deze getallen benaderen onze waarden voor de I/P-ratio die van 
Green en Pifia (12). Maar ook hier nog slaagt slechts een klein gedeelte van de partikels er in een 
infektie te geven. De lage I/P-ratio in het N3-celsysteem kan dus ten dele verklaard worden door 
de geringe gevoeligheid van de cellen en voor de rest door een laag percentage geslaagde infekües 
of een groot aantal defekte virionen. Tussen de beide laatste mogelijkheden valt moeilijk onder-
scheid te maken. 
Voor de bepaling van het molekuulgewichtvanhetvirus-DNA zijn er drie manieren: een 
indirekte benadering is, het DNA van het virus te extraheren en het molekuulgewicht van het gezui-
verde virus-DNA te berekenen uit de lengte van het molekuul onder de elektronenmikroskoop, of 
uit de sedimentatiecoëfficiënt (57,58). Hierbij wordt ervan uitgegaan dat er per virion slechts één 
DNA-molekuul aanwezig is en dat het molekuul niet breekt tijdens de extraktieprocedure. 
Wij hebben een direkte benadering toegepast door de hoeveelheid DNA in een gezuiverd preparaat 
van komplete virionen te relateren aan het aantal partikels. Dit is voor adenovirus nooit gedaan, 
omdat men in het algemeen weinig vertrouwen heeft in de betrouwbaarheid van elektronenmikros-
kopische partikeltellingen. Wij dachten met onze methode van telling deze betrouwbaarheid te hebben 
verhoogd. Wij vinden een groter molekuulgewicht voor het virus-DNA dan met de andere methoden 
is aangetoond. 
De veronderstelling dat wij 60% van de partikels zouden missen in onze telprocedure, waardoor 
onze resultaten in overeenstemming zouden komen met de andere waarnemingen, lijkt ons onwaar-
schijnlijk. 
Toch zijn wij ons bewust van eerder gemaakte vergissingen in de schatting van het 
molekuulgewicht van het virus-DNA: Crawford (59) vindt voor het molekuulgewicht van het DNA van 
het Polyomavirus 3,4xl06 , op grond van de sedimentatiesnelheid. Dit is twee keer lager dan een 
eerder gemaakte schatting van 6-8,5xl06 , op basis van partikeltellingen (60). Hij suggereert dat 
deze partikeltellingen te laag zouden zijn geweest. 
Joklik (61) maakt voor het DNA van pokkenvirus een schatting van 160x10 6 dalton/virion op basis 
van DNA-bepalingen en partikeltellingen. De bepaling van het molekuulgewicht uit de sedimentatie-
coëfficiënt van gezuiverd DNA geeft 80x106 dalton. Hij veronderstelt dat er twee DNA-molekulen 
per virion aanwezig zijn of dat er één DNA-molekuul is dat gemakkelijk in twee stukken breekt 
tijdens de extraktieprocedure. De waarschijnlijkheid van deze laatste hypothese wordt bevestigd in 
latere onderzoekingen (62,63,64). In gezuiverde DNA-extrakten van vacciniavirus worden met de 
elektronenmikroskoop sporadisch molekulen gevonden met een lengte van S3 μ , wat overeenkomt 
met een molekuulgewicht van 160x106 dalton. 
Toch gaat de hypothese dat er per virion slechts één nukleihezuurmolekuul aanwezig is in zijn 
algemeenheid niet op. Zo zijn in influenzavirus b.v. 5 stukken nuklei'nezuur gevonden (65) en voor 
reovirus zijn er mogelijk zelfs 10 stukken (69). 
Is het geoorloofd op grond van onze rel sul taten aan te nemen dat het adenovirion meer 
nuklei'nezuur bevat dan algemeen wordt verondersteld: hetzij in de vorm van een groot molekuul, 
dat gemakkelijk breekt tijdens het extraheren hetzij in de vorm van enkele stukken nuklei'nezuur? 
Op grond van waarnemingen van Doerfler en Kleinschmidt (68) zijn twee identieke DNA-molekulen 
het meest waarschijnlijk. Door warmtebehandeling denatureert het DNA van adenovirus, waarbij 
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de dubbele streng bij voorkeur splitst op de plaatsen waar zich veel adenine-thymine baseparen 
bevinden. Dit blijkt voor adenovirus type 2-DNA voor alle molekulen bij voorkeur op 4 plaatsen te 
gebeuren, zoals kan worden waargenomen onder de elektronenmikroskoop. Het denaturatiepatroon 
is voor alle molekulen gelijk. 
Hieruit mag gekonkludeerd worden dat alle DNA-molekulen (M 23x10 6 ; lengte l^Hdentiek zijn en 
dat bij een dubbele hoeveelheid DNA per virion er twee identieke molekulen zouden zijn in een 
virion. 
De volgende berekening toont aan dat een dubbele hoeveelheid DNA per virion moeilijk te rijmen is 
met andere van het adenovirus bekende gegevens. Uitgaande van 13,3% DNA met een dichtheid van 
1,716 gr/cm3 en 86,7% eiwit met een dichtheid van 1,3 gr/cm3 voor adenovirus type 2 (66), vinden 
wij voor het virion een dichtheid van: 
13,3x1,716+86,7x1,3
 =
 ^
 g r a m / c i n 3 
100 
Wij vinden voor het molekuulgewichtvanhetvirus-DNA56,5xl06 dalton. Bij 13,3% DNA per virion 
geeft dit een molekuulgwicht van 424,8xl06 dalton voor het virion, dit is 
424,8xl06gram „
 n o n
 .„.in _ 
' -j? gram =7,080x10 , u gram. 
6x10 2 3 
Het adenovirion moet dus een volumen hebben van: 
7,080 χ 10-1 0 , 
cm . 
1,355 
Wanneer we er van uitgaan dat het adenovirus een bolvorm heeft, zou de bol een diameter moeten 
hebben van 100 ιημ . 
Dit is groter dan de diameter van het adenovirus onder de elektronenmikroskoop, namelijk 
75-80 m^. 
Is het mogelijk dat er een methodische fout in onze proeven schuilt? 
Een fout in de DNA-bepaling lijkt ons niet waarschijnlijk, omdat het gevonden DNA-gehalte (14,5%), 
redelijk klopt met gegevens uit de literatuur (66). De partikeltellingen lijken ons erg betrouwbaar 
vanwege de grote reproduceerbaarheid. Het zou echter mogelijk zijn dat het gezuiverde virus uit­
eenvalt in zijn bouwstenen, die dan bij het centrifugeren voor de partikeltellingen grotendeels in 
het supernatant achter blijven. Dit zou mogelijk kunnen gebeuren, doordat het virus blootgesteld 
wordt aan een osmotische shock wanneer het vanuit de gekoncentreerde CsCl oplossing vrij snel 
overgebracht wordt in de loopvloeistof van de chromatografiekolom. Deze veronderstelling zou ver­
der onderzocht moeten worden. 
Verder zouden mogelijke methodische fouten in de procedure van partikeltellingen nagegaan kunnen 
worden door een groot molekuul met bekend molekuulgewicht als referentie te gebruiken b.v. het 
haemocyanine van de mollusc Bumupena cincia (67). 
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HOOFDSTUK ΠΙ 
Gevoeligheid van verschillende celsoorten 
en titratiemethoden voor enkele adenovirus-typen 
SAMENVATTING 
De gevoeligheid van foetale fibroblasten voor enkele adenovirustypen wordt onderzocht 
en vergeleken met die van primaire kultures van thyreofdcellen. Een reeks verdunningen van het 
virus wordt in buizen geënt. De titer wordt bepaald op grond van het CPE in de hoogste verdun-
ningen. N3-cellen blijken iets gevoeliger voor de meeste typen behalve voor type 3 en 7. Voor deze 
beide typen is er ook een opvallend verschil in gevoeligheid tussen N3-cellen en primaire humane 
embryonale niercellen. De laatste cellen zijn gevoeliger. Dit geldt ook voor type 2, in mindere mate 
echter voor de andere onderzochte typen. De vergelijkende proeven met N3-cellen en humane 
embryonale niercellen worden gedaan in een mikrotitersysteem waarbij gebruik gemaakt wordt van 
de fluorescentiemethode. In het algemeen mag gesteld worden, dat de N3-cellen zich goed lenen 
voor snelle infektiviteitstitraties van adenovirus met de fluorescentie-telmethode, maar er moet re-
kening gehouden worden met een lagere gevoeligheid van de cellen met name voor type 3 en type 7. 
3.1. INLEIDING 
De fluorescentie-telmethode op N3-cellen (diploide fibroblasten) is een praktisch sys-
teem voor adenovirus-infektiviteitstitraties door zijn korte inkubatietijd, maar de bruikbaarheid 
wordt mede bepaald door de gevoeligheid van deze cellen voor adenovirus, in vergelijking met die 
van andere celkweken. 
Green et al. (12) bevelen een speciale kloon van KB-cellen aan voor plaquetitraties met adenovirus. 
De efficiëntie waarmee de verschillende humane typen plaques geven loopt sterk uiteen. Deze ver-
schillen zouden mede verklaard kunnen worden door verschillen in adsorptiesnelheid en groeisnel-
heid tussen de typen. Met name dit laatste speelt een rol in de plaquemethode, omdat plaques tot 
stand komen ten gevolge van meerdere infektiecycli. 
Ditzelfde geldt voor de ontwikkeling van een cytopathologisch effekt. Dit maakt de bepaling van een 
CPE-eindpunt in een verdunningsreeks en de plaquemethode tot tijdrovende procedures (10,11,70). 
Naast de genoemde KB-cellen wordt voor infektiviteitstitraties van adenovirus veel gebruik gemaakt 
van primaire humane embryonale niercellen vanwege hun grote gevoeligheid (38, 71). In dit hoofd-
stuk wordt de gevoeligheid van N3-cellen vergeleken met die van andere celsystemen. 
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3. 2. MATERIAAL EN METHODEN 
3. 2.1. Celkweek en media 
De kweek van N3-cellen is beschreven onder 1.2.1. Voor het maken van buizenkultures 
van N3-cellen wordt EBM-medium gebruikt (18) met 0,083% (w/v) bicarbonaat, waaraan 10% kalf s-
serum wordt toegevoegd. Hetzelfde medium wordt gebruikt als onderhoudsmedium in de buizenti-
traties en kalfsserum wordt vervangen door 5% paardeserum. Voor het kweken van N3-cellen іл 
Falcon plastic petrischaaltjes (30x15 mm) en mikrotiterplaatjes (Falcon Micro test П, 3040) wordt 
MEM-medium (19) gebruikt met 0,2% (w/v) bicarbonaat en 10% kalfsserum. Een aaneengesloten 
monolayer wordt verkregen door vier dagen te inkuberen in een atmosfeer van 5% CO2 in lucht en 
98% vochtigheid bij 360C. In het onderhoudsmedium wordt kalfsserum vervangen door 10% paarde­
serum. 
De kweek van KB cellen wordt beschreven onder 1.2.1. 
Voor het verkrijgen van primaire humane thyreoidkultures wordt uitgegaan van operatief verwij­
derde struma's. 
De cellen worden in kweek gebracht zoals beschreven door Youngner (72) voor primaire apenier-
cellen. Het kweekmedium is Hanks BSS met 0,5% (w/v) LAH en 10% kalfsserum. De uitgroeiende 
cellen zijn voornamelijk epitheelcellen en enkele fibroblasten. Voor infektiviteitstitraties wordt het 
kalfsserum vervangen door 5% paardeserum in het onderhoudsmedium. 
Humane embryonale niercellen (HEK) worden verkregen door trypsineren van de niertjes van 
immature foeten en worden gekweekt in Hanks BSS met 0,5% (w/v) LAH en 10% kalfsserum. Voor 
sekundaire kultures in mikrotiterplaatjes wordt MEM-medium gebruikt met 10% foetaal kalfsse­
rum. Wij gebruiken foetaal kalfsserum om aspecifieke remmers voor adenovirus te voorkomen. 
Het wassen van de monolayers in de mikrotiterplaatjes, om serumresten van het groeimedium te 
verwijderen, vóór enting van virus, zou erg bewerkelijk geweest zijn. Het gebruik van PBS is 
beschreven onder 1.2.1. 
3.2.2. Virus 
De prototypestammen van adenovirus type 2,3,4,5,7,16 en 21 worden gebruikt (21). De 
type 7A-stam 'S-1058' en de vers geïsoleerde type 7-stam '12.780' en type 4-stam'42.719' worden 
ook gebruikt. Adenovirussen worden gekweekt op KB-cellen en geoogst bij 100%CPE. 
De cellen en het kweekmedium worden zes keer bevroren en ontdooid en na afcentrifugeren van het 
celdebris, 10 min. bij 3000 rpm., wordt het supernatant bewaard bij -20oC. 
3.2.3. Virustitraties 
Voor de virustitraties worden drie verschillende procedures gebruikt. 
Bij de buizentitraties (3.3.1) worden de virusinokula instappen van tien verdund in onderhoudsme-
dium en voor iedere verdunning worden vier kultures beent met Imi. De kultures worden iedere 
vier dagen ververst en onderzocht op CPE. Het 50%-eindpunt wordt berekend met de Spaerman-
Kärber methode (25). 
De infektiviteitstest op N3-cellen met behulp van de fluorescentiemethode (3.3.2) is beschreven 
onder 1.2.3., 1.2.4. en 1.2.5. De volgende wijzigingen worden aangebracht: er wordt 0,5 ml virus-
verdunning in PBS-glucose + 0,2% BSA geënt per schaaltje en het virus wordt 4 uur geadsorbeerd 
in de CO2- stoof, waarbij enkele keren voorzichtig geschud wordt voor een betere spreiding van het 
inokulum. Daarna wordt 2 ml onderhoudsmedium toegevoegd zonder het entmedium te verwijderen. 
Humaan rekonvalescenteserum, afkomstig van een patiënt met eeninfektie door adenovirus type 4, 
geeft een positieve fluorescentie met alle typen. 
Het gebruik van mikrotiterplaatjes in de eindverdunningsmethode voor infektiviteitstitraties (3.3.3.) 
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is erg ekonomisch, vooral voor snel groeiende virussen waarvoor de inkubatietijd kort kan zijn en 
het kweekmedium niet ververst hoeft te worden. Wij bekorten de inkubatietijd voor adenovirus door 
niet te wachten op de ontwikkeling van een CPE, maar door een virusinfektie aan te tonen door 
immunofluorescentie. Inokula worden in tweevoudige stappen verdund in PBS-glucose + 0,2% BSA 
en 0,05ml van iedere verdunning wordt geënt in zestien kommetjes van een mikrotiterplaatje met 
een uitgegroeide monolayer van HEK-cellen of N3-cellen, nadat het groeimedium afgezogen is. Na 
4 uur adsorberen bij 360CindeC02-stoofmet enkele keren rustig schudden, worden twee druppels 
(0,1 ml) onderhoudsmedium toegevoegd (10% paardeserum inMEM-mediummet 0,2% bicarbonaat). 
Na zes dagen inkuberen in de CO2-stoof zijn de cellen nog in goede kon di tie. De plaatjes worden in 
hun geheel gewassen in PBS-glucose, gefixeerd in methanol en gekleurd in de direkte immunofluo-
rescentiereaktie. Dit gebeurt op dezelfde wijze als voor de petrischaaltjes. 
3.3. RESULTATEN 
3.3.1. Vergelijking van de gevoeligheid van primaire humane thyreoidcellen en N3-cellen door 
middel van de eindverdunningsmethode in buizen 
Voor enkele adenovirustypen worden verdunnings reeksen gemaakt in stappen van 1 op 10 
in onderhoudsmedium: voor N3-cellen in 5% paardeserum in EBM-medium en voor thyreoidcellen 
in 5% paardeserum in Hanks BSS metO, 5%(w/v) LAH. Vier buizenkultures worden beent voor iedere 
virusverdunning. De kuituren worden om de vier dagen ververst en bekeken op cytopathologische 
veranderingen. Voor iedere inkubatietijd wordt het 50%-eindpunt bepaalden het aantal TCID 50/nil 
berekend. De kultures worden 24 dagen lang aangehouden, daarna valt meestal geen sterke titer-
stijging meer te verwachten. De grafieken in figuur 11 geven de gemiddelde resultaten weer van 
zes titraties op N3-cellen en vijf op thyreoidcellen. Een vertikale streep geeft een signifikant 
verschil aan tussen de titer op N3-cellen en thyreoidcellen voor de betreffende inkubatietijd 
(Wilcoxon's toets voor twee steekproeven, Ρ < 0,05). 
Het aantonen van adenovirus in de hoogste verdunningen vraagt een lange inkubatietijd. 
De infektiviteitstiters worden 1000 tot 10.000 maal groter als de inkubatietijd wordt verlengd van 
4 tot 24 dagen (tabel 10). In deze tabel zijn de uitkomsten van deze titraties vergeleken met die op 
KB-cellen. Voor KB-cellen zijn alleen de uitkomsten na een inkubatietijd van 4 dagen weergegeven. 
Lange inkubatietijden zijn niet realiseerbaar voor deze cellen omdat na een langere inkubatietijd 
door een te dichte groei en afsterven van cellen geen CPE meer te onderscheiden is. N3-cellen zijn 
duidelijk minder gevoelig voor type 3 en type? dan thyreoidcellen: respektievelijk een 8-voudig en 
een 13-voudig verschil in gevoeligheid bij een inkubatieduur van 24 dagen. De grotere gevoeligheid 
van thyreoidcellen wordt ook gevonden voor de 7A-stam 'S-1058' en voor de vers geïsoleerde 
type 7-stam '12.780'. N3-cellen blijken iets gevoeliger te zijn voor type 2,4,16 en 21. Dit geldt ook 
voor de vers geïsoleerde type 4 stam '42.719'. 
3. 3. 2. Invloed van de inkubatietijd op de infektiviteitstest in N3-cellen met de fluorescentie-
telmethode 
Vooropgesteld moet worden dat de opzet van de volgende proeven niet vergelijkbaar is 
met die van de onder 1.3.2. genoemde. De virusadsorpüe wordt niet onderbroken door verwijderen 
van het entinokulum en wassen van de monolayer, maar er wordt na 4 uur adsorberen 2ml onder-
houdsmedium toegevoegd. Het gevolg zal zijn dat er een nog grotere asynchronie van infekties 
optreedt. 
Voor een inokulum van ieder type wordt in een voorlopig experiment een verdunning gezocht die 
een telbaar aantal fluorescerende cellen geeft. Deze verdunning wordt gebruikt om zestien schaal-
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Figli. Infectivity titers of some adenovirus prototype strains at different times of incubation in 
N3 cells (· ·) and thyroid cells (o o) as measured by dilution endpoint method. A vertical 
bar marks a significant difference (Wilcoxon's two sample test: P< 0.05). 
Table 10. 
Infectivity titers of some adenovirus prototype strains in different cell cultures as measured by 
dilution end point method at short and long incubation times. Infectivity in 0Log TCID50/ml 
Adenovirus type 
2 
3 
4 
7 
16 
21 
10Log TCID so/ml. 
KB cells 
Incubation 
4 days 
3.0 
2.4 
1.5 
1.8 
2.7 
2.6 
Thyroid cells* 
Incubation 
4 days 24 days 
4.1 7.9 
3.7 7.7 
3.6 5.9 
4.0 7.6 
4.0 7.8 
3.9 7.8 
N3 cells** 
Incubation 
4 days 24 days 
4.7 8.2 
3.6 6.8 
3.4 6.8 
3.2 6.5 
5.4 8.7 
4.7 8.2 
•Average of five experiments 
••Average of six experiments. 
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tjes voor ieder type te beënten en 2, 3 en 4 dagen na enten worden telkens enkele schaaltjes 
gekleurd in de immunofluorescentie. Aan een aantal van de schaaltjes, die 4 dagen na enten geoogst 
zullen worden, wordt op de tweede dag typespecifiek konijnehyperimmuunserum toegevoegd om 
sekundaire infekties te onderdrukken. Geihaktiveerd typespecifiek hyperimmuunserum wordt 
gebruikt in een koncentratie van l%in vers medium; de bijbehorende kontroles krijgen vers medium 
met 1% normaal geihaktiveerd konijneserum. 
Tabel 11 laat de gemiddelde uitkomsten van zeven proeven voor ieder type zien. De infektiviteit bij 
een inkubatieduur van 4 dagen, in aanwezigheid van immuunserum, wordt op 100% gesteld en de 
titers bij de andere inkubatietijden worden uitgedrukt als percentage hiervan. Bij 4 dagen inkuberen 
zonder hyperimmuunserum worden altijd foei van sekundair gei'nfekteerde cellen gevonden; dit 
veroorzaakt grote aantallen fluorescerende cellen, die voor de verschillende proeven sterk uiteen-
lopen. In aanwezigheid van 1% typespecifiek hyperimmuunserum worden nooit foei waargenomen. 
Na drie dagen inkuberen neemt de infektiviteit ongeveer drievoudig toe in vergelijking met een 
inkubatietijd van twee dagen. 
Een bijna tweevoudige toeneming wordt gevonden wanneer nog een dag langer wordt geihkubeerd in 
aanwezigheid van antiserum. Hoewel bij een inkubatietijd van vier dagen misschien nog niet de 
maximale infektiviteit wordt gevonden, verwachten wij toch geen sterke toeneming meer bij langere 
tijden. De verschillende batches cellen blijken nogal grote onderlinge variaties te tonen in hun 
gevoeligheid. Variatiecoëfficiënten tot 40% worden gevonden in bovenvermelde proeven bij de ver-
schillende inkubatietijden. Ter vergelijking zij vermeld dat de variatiecoëfficiënt voor 5 titraties 
van een type 2 inokulum op eenzelfde batch cellen 4% bedraagt (1.3.4.). 
3. 3. 3. Vergelijking van de gevoeligheid van HEK-cellen en N3-cellen 
Primaire humane embryonale niercellen worden in het algemeen als zeer gevoelig voor 
adenovirus beschouwd (38,71). De fluorescentie-telmethode (hoofdstuk 1) laat zich echter bezwaar-
lijk toepassen op deze cellen: de monolayer is een mengsel van overwegend epitheloi'de cellen en 
fibroblasten, wathettellen van fluorescerende cellen bemoeilijkt, en er is een zeer snelle versprei-
ding van de infektie in een monolayer van HEK-cellen, wat het vaststellen van een geschikte 
inkubatieduur moeilijk maakt. Daarom hebben wij gebruik gemaakt van een verdunningsmethode in 
mikrotiterplaatjes (3.2.3.) voor de vergelijking van de gevoeligheid van HEK-cellen en N3-cellen. 
Inokula van prototypestammen van adenovirussen worden in tweevoudige stappen verdund en 0,05 ml 
van iedere verdunning wordt geënt in zestien kommetjes van mikrotiterplaatjes met een dichtge-
groeide monolayer van HEK-cellen. Diezelfde verdunningen worden gebruikt voor enting in N3-cel-
len, eveneens in mikrotiterplaatjes. Na zes dagen inkuberen worden de kultures beoordeeld op 
infektie op grond van een positieve of negatieve immunofluorescentie en het 50% eindpunt wordt 
berekend. 
Omdat de hoogste verdunningen altijd foei van sekundair gei'nfekteerde cellen te zien 
geven, mogen wij aannemen dat een inkubatietijd van zes dagen lang genoeg is voor HEK-cellen; 
langere inkubatietijden zouden geen hogere titer gegeven hebben. Een dergelijke snelle uitbreiding 
van de infektie vindt niet plaats in de N3-monolayer: in de hoogste verdunning die nog adenovirus 
bevat, is slechts een enkele fluorescerende cel in de monolayer te zien. 
Op grond van vorige proeven achten wij het zeer waarschijnlijk dat voor deze methode van titratie 
na een inkubatietijd van zes dagen toch wel de maximale titer bereikt moet zijn. 
De vergelijking van infektiviteitstiters van adenovirus-prototypestammen werd telkens 
Uvee keer gemaakt met twee verschillende batches HEK-cellen. Tabel 12 geeft de gemiddelde 
jitkomsten en de SD van viertitraties weer. De HEK-cellen zijn gevoeliger voor alle typen behalve 
voor type 4. Vooral de grote gevoeligheid van HEK-cellen voor type 3 en 7 valt op. 
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Table 11. 
Infectivity titrations of some adenovirus types by fluorescent cell counting. Infectivity at each incu-
bation time given as percentage of titer at 4 days incubation with type specific antiserum (AS) 
Adenovirus type 
2 
3 
4 
5 
7 
16 
21 
Period of incubation. 
2 days 
23% 
21% 
19% 
30% 
16% 
19% 
24% 
3 days 
58% 
57% 
63% 
71% 
52% 
47% 
58% 
4 days+AS 
100% 
100% 
100% 
100% 
100% 
100% 
100% 
4 days-AS 
138% 
149% 
184% 
174% 
183% 
593% 
543% 
Table 12. 
Infectivity titrations of some adenovirus types in N3 and HEK cells in a microtiter system. 
Positive fluorescene after 6 days incubation was used as indicator for infectivity 
Adenovirus type 
2 
3 
4 
5 
7 
16 
21 
10LogTCID50/mlf 
N3 cells 
7.86±0.13 
6.64±0.16 
6.16±0.68 
7.51±0.28 
5.82±0.10 
7.23±0.22 
6.92±0.21 
HEK cells 
9.01±0.18 
8.04±0.36 
6.19±0.26 
8.29±0.19 
7.25±0.37 
7.85 ±0.22 
7.70±0.20 
Inf. HEK cells/inf.N3 cells 
14 
25 
1 
6 
27 
4 
6 
•Mean of 4 titrations ±SD. 
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3.4. DISKUSSIE 
Wij gebruikten drie verschillende methoden om de infektiviteit van adenovirus te titre-
ren: de verdunningsmethode op buizenkultures, de fluorescentie-telmethode op N3-cellen en een 
kombinatie van beiden in het mikrotitersysteem door met behulp van immunofluorescentie positieve 
gei'nfekteerde kommetjes van het mikrotiterplaatje op te sporen. De fluorescentie-telmethode heeft 
het voordeel van korte inkubatietijden en een grote nauwkeurigheid. Er rijzen echter twee vragen: 
(1) zijn de gebruikte N3-cellen even gevoelig als andere celsystemen; (2) produceert iedere fluores-
cerende cel infektieus virus of komen er daarnaast ook abortieve infekties voor? 
Wat het eerste betreft: voor een onderlinge vergelijkbaarheid van verschillende titratie-
systemen moeten wij zorgen voor optimale kondities voor de infektiviteitstest, dat wil zeggen alle 
virus in het inokulum moet aan de cellen kunnen adsorberen en elke cel die een produktieve infektie 
geeft moet ook kunnen worden waargenomen in het titratiesysteem. Met andere woorden: deze 
enkele gei'nfekteerde cel moet kunnen uitgroeien tot een plaque of een CPE of de cel moet een 
positieve fluorescentie te zien geven zoals in ons systeem. De inkubatietijd moet daarvoor dus 
voldoende lang zijn. Bij een onderlinge vergelijking van de gevoeligheid van verschillende celsys-
temen moeten wij er mee rekenen dat de ene celsoort het virus langzamer adsorbeert dan de andere. 
Onder 1.3.1. vonden wij dat type 2 slechts langzaam adsorbeert aan fibroblasten. Strohl en 
Schlesinger (40) vinden een zeer inefficiënte virusadsorptie van type 2 aan humane tonsilfibro-
blasten en dientengevolge lage plaquetiters, terwijl deze cellen toch een goede virusproduktie te 
zien geven. Ook kan in een celsysteem een snellere uitbreiding van de infektie plaats vinden, 
waardoor eerder plaques of een CPE ontstaan. Connor en Marti (9) vinden dat een CPE zich sneller 
ontwikkelt op primaire amnioncellen dan op primaire foetale huidfibroblasten. Ook bij vergelijkingen 
tussen verschillende typen adenovirussen moet men rekening houden met een verschil in snelheid 
van adsorptie, groei en uitbreiding van de infektie. Green et al. (12) schieten hierin duidelijk te 
kort bij hun vergelijking van de plaque-efficiënties van verschillende humane typen adenovirussen. 
Wij hebben bij de infektiviteitstitraties gestreefd naar een maximale virusadsorptie en 
een optimale inkubatietijd. De meest opvallende bevinding is de hogere gevoeligheid van primaire 
cellen, zowel thyreoid-als HEK-cellen, voor type 3 en 7. Voor de overige onderzochte typen 
( 2,4,5,16 en 21) zijn de gevonden verschillen kleiner: een vergelijking tussen thyreoidcellen en 
N3-cellen in de verdunningsmethode op buizenkultures valt uit ten gunste van de laatste celsoort. 
Bij een vergelijking van de N3-cellen en HEK-cellen voor de laatst genoemde typen, worden er in 
HEK-cellen iets hogere titers gevonden. 
De infekties in de hoogste verdunningen op HEK-cellen in de mikrotiterplaatjes groeien 
na zes dagen inkuberen altijd uit tot foei van fluorescerende cellen. Wij hoeven er dus niet aan te 
twijfelen dat er door iedere gei'nfekteerde cel nieuw infektief virus geproduceerd wordt. Bij N3-
cellen daarentegen zien wij in de hoogste verdunningen slechts een enkele cel die fluorescentie te 
zien geeft. Is er sprake van een abortieve infektie of komt het virus niet vrij uit de cel? Defektieve 
viruspartikels zijn bijvoorbeeld beschreven voor SV40 (37). Deze zijn wel in staat virusantigenen te 
vormen in gei'nfekteerde cellen en veroorzaken een positieve fluorescentie. Omdat de infektiviteits-
titers op N3-cellen in de fluorescentie-telmethode en de verdunningsmethode op buizenkultures, 
waarbij een CPE wordt afgelezen, niet sterk verschillen, zoals is aangetoond voor de typen 2 en 4 
onder 1.3.5., nemen wij aan dat in ons systeem in iedere fluorescerende cel een produktieve 
infektie optreedt. 
Onder 2.3.7. wordt voor N3-cellen een I/P-ratio voor type 2 gevonden van 1/750 en voor 
type 3 van 1/1000. Wanneer we de onder 3.3.3. gevonden grotere gevoeligheid van HEK-cellen, 
respektievelijk 14-en 25-voudig voor de typen 2 en 3, in aanmerking nemen, zouden de I/P-ratìo's 
voor het HEK-titratiesysteem ongeveer overeenstemmen met de waarden, die door Green et al. (12) 
zijn gevonden voor de door hen gebruikte gevoelige kloon van KB-cellen. 
41 
A D E N O V I R U S 
structural components 
POLYMERS MONOMERS 
d o d e c o n 
penton- dimer 
f i b r e - d i m e r 
•o-
hex o n 
0 1 
penton 
pen ton- base 
О 
о 
hexon - polymer 
f bre 
Fig. 12. 
42 
HOOFDSTUK IV 
Adenovirus : a n t i g e n e s t ruk tuu r en het m e c h a n i s m e 
van v i rusneu t ra l i sa t i e (een l i teratuurstudie) 
INLEIDING 
Getracht wordt uit de literatuur een inzicht te verkrijgen in het mechanisme van de 
neutralisatie van adenovirus, en de verschillende biologische en antigene eigenschappen van het 
adenovirus te lokaliseren op zijn strukturele Komponenten. De haemagglutinatieremming en de 
virusneutralisatie zijn beide in grote mate specifiek voor het serotype. Voor de haemagglutinatie 
is het distale uiteinde van de fiber, dat drager is van een typespecifiek antigeen, verantwoordelijk. 
De neutraliserende antistoffen worden geïnduceerd door een typespecifiek hexon-antigeen dat in het 
virion naar buiten gekeerd is. Sommige auteurs schrijvende neutraliserende aktiviteit toe aan anti-
stoffen tegen hettypespecifiekefiberantigeen. Een beter inzicht in het mechanisme van virusneutra-
lisatie kan deze kontroverse ophelderen. Virusneutralisatie kan tot stand komen door een komplex 
van faktoren die er ieder toe bijdragen dat antistoffen een reduktie van de infektiviteit geven. 
4.1. ADENOVIRUS: STRUKTUUR EN BIOLOGISCHE EIGENSCHAPPEN 
De adenovirussen vormen een zeer homogene groep van 70-80m¿t grote virussen. Het 
zijn DNA-virussen met een nucleoprotei'nekern, een capside van 252 in een ikosaëder gerangschikte 
capsomeren en zonder lipoprotei'nemembraan (fig. 12). De gebruikelijke terminologie voor de 
strukturele Komponenten werd voorgesteld door Ginsberg etal.(74). De term hexon wordt gebruikt 
voor de capsomeren die niet op de hoekpunten van de ikosaëder liggen. Zij worden ieder omringd 
door zes andere capsomeren. In een virion zijn er van de 252 capsomeren 240 hexons. Op de 12 
hoekpunten liggen de pentons. De pentons bestaan uit het hoekcapsomeer, pentonbasis genoemd, en 
een draadvormig aanhangsel, de fiber. Ook zijn er voor enkele typen polymère vormen van 12 pen-
tons gevonden, dodecons genoemd (75). Slechts naar schatting 10% van de virusbouwstenen wordt in 
de cel geassembleerd tot komplete virionen (76,77). De rest, de oplosbare viruskomponenten, bestaat 
afhankelijk van het serotype uit dodecons; oligomeren van pentons (78) en oligomeren van fibers 
(79,80); losse pentons en losse fibers; hexons, afzonderlijk of in kleine aggregaten (81), en groepjes 
van 9 hexons (82). Polymeren van 9 hexons worden ook gevonden wanneer de virionen worden afge-
broken met natriumlaurylsulfaat (83), door verhitting (84), door acetonbehandeling (85), of door 
behandeling met pyridine (86). Bij verhitting van adenovirus type 5 vallen de pentons en de vijf 
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Table 13: 
Classification of human adenoviruses into subgroups on the basis of their haemagglutinating 
activity 
Rosen's subgroup number 
I 
II 
III 
Haemagglutinating Activity 
Complete agglutination of 
monkey erythrocytes 
Complete agglutination of 
rat erythrocytes 
Partial agglutination of rat 
erythrocytes 
serotype numbers 
3,7,11,14,16,20,21,25,28, 
8,9,10,13,15,17,19,22,23, 
24,26,27,29,30. 
1,2,4,5,6,12,18,31. 
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omringende hexons uit de capside, zodat een skelet van 180 hexons overblijft met opengevallen 
gaten in de hoekpunten (84). 
Berekeningen leren dat de gezamelijke capsidestrukturen slechts 55-60% van het totaal 
volumen van het virion kunnen opvullen (87). In het virion is dus ruimte voor meer. Coupes van 
adenovirionen laten onder de elektronenmikroskoop een 40 tot 45ιημ< grote nucleoied zien (88). 
Door verhitting (84) of chemische behandeling (85,86,89) komt uit het virion de inhoud vrij, die bij 
elektronenmikroskopisch onderzoek een netwerkvormige struktuur heeft. De nucleoied bevat het 
DNA, geassocieerd met een basisch eiwit, rijk aan arginine (86,90,91,92). Hierin is het groepsspe-
cifieke P-antigeen gelokaliseerd (90,93). 
Het T-antigeen omvat een groep eiwitten met onbekende funktie, die bij een lyüsche 
infektie vroeg in de infektiecyclus worden gevormd. Zij worden ook aangetroffen in door adenovirus 
getransformeerde cellen en in bij hamsters geïnduceerde tumoren. Zij worden niet geïnkorporeerd 
in het virion (94,95,96). 
De som van de molekuulgewichten van de viruspeptiden (zowel van de mantel als van de 
nucleoied) is door Maizel et al. (97) berekend op 3,8x105 dalton. Het virus - DNA (23xl06 dalton) 
bevat informatie voor ongeveer l ,3xl0 6 dalton peptiden. Er van uitgaande dat ieder gen slechts 
één maal aanwezig is, wordt 29% van het virusgenoom in beslag genomen door informatie voor 
struktuureiwitten. Het virus-DNA kan dan nog informatie voor ongeveer 20 eiwitten meer bevatten, 
die waarschijnlijk een funktie hebben bij de virussynthese in de cel (onder andere T-antigenen?). 
Thymidinekinase en DNA-polymerase worden vroeg in de infektiecyclus geïnduceerd (98). Het is 
echter onbekend of deze enzymen gekodeerd worden door het virus-of door het gastheercel-genoom. 
Ook is geen RNA-of DNA-polymerase-aktiviteit aangetoond in gezuiverd virus. Wel bezitten de 
virionen endonuclease-aktiviteit (99). Deze zou gelokaliseerd zijn op de pentons (100). 
De 31 humane serotypen van het adenovirus worden onderverdeeld in 3 groepen op grond 
van hun haemagglutinerende aktiviteit: tabel 13 (101). In het vervolg wordt gesproken van komplete 
en inkomplete haemagglutinines om respektievelijk de komponenten aan te duiden die een direkte 
agglutinatie teweegbrengen van erythrocyten en de komponenten die dit alleen doen in aanwezigheid 
van antistoffen tegen een heteroloog type. De haemagglutinerende eigenschap van het adenovirus is 
gelokaliseerd in een knopvormige struktuur aan het distale uiteinde van de fiber. De fiber is de 
drager van het typespecifieke y-anügeen. 
Alleen wanneer deze struktuur in de vorm van een polymeer of minstens een dimeer voorkomt kan 
een deeltje komplete haemagglutinatie teweegbrengen. Een komplete haemagglutinatie wordt dus 
veroorzaakt door: het adenovirion, het dodecon en oligomeren van pentons en fibers. Monomeren 
van fibers zijn inkomplete haemagglutinines; zij geven slechts haemagglutinatie in aanwezigheid van 
antisera tegen een heteroloog serotype. De antistoffen binden zich aan het subgroepspecifieke δ anti-
geen, dat aan het proximale gedeelte van de fiber gelokaliseerd is, en geven zo aanleiding tot 
vorming van aggregaten die bivalent zijn in hun eigenschap om zich te binden aan de receptor van de 
erythrocyt (102). 
Hetzelfde geldt voor de monomeren van pentons. Deze kunnen haemagglutinatie geven in aanwezig­
heid van antiserum tegen een heteroloog type dat antistoffen bevat tegen het groepspecifieke β -an-
tigeen, gelokaliseerd in de pentonbasis. Voor sommige serotypen van groep Ш komen de pentons 
en fibers in natuurlijke staat ook als oligomeren voor en deze hebben dan een komplete haemag­
glutinerende aktiviteit (78,80,102,103,104). 
Pentons van de typen 1,2,3 en 5 bezitten een toxische aktiviteit voor cellen, die gevoelig 
is voor trypsinebehandeling (105,106). Bij lage enzymkoncentraties gaan alleen de toxische aktivi­
teit en de pentonbasis verloren met behoud van de inkomplete haemagglutinerende aktiviteit van de 
fiber. De toxische aktiviteit is dus gelokaliseerd in de pentonbasis (107). 
Ruwe viruspreparaten van de typen gerangschikt onder groep ΙΠ geven een inkomplete 
haemagglutinatie door kompetitie om de receptoren op de erythrocyten tussen komplete en inkom­
plete haemagglutininen, waarvan de laatsten in de meerderheid zijn (78,79,108). 
Daarentegen bevatten ruwe viruspreparaten van de typen uit groep Π overwegend komplete haemag-
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Table 14. 
Adenovirus: structural components and antigenic characteristics, according to Norrby et el. (131) 
Structure 
Hexon 
Vertex 
capsomere 
or 
Penton 
base 
Fibre 
Nucleoid 
Antigen 
Designation: Specificity: 
a Group 
7 Subgroup and 
intersubgroup 
e Type 
β Group 
? Subgroup and 
intersubgroup 
" Subgroup 
? Intersubgroup 
γ Type 
ρ Group 
Remarks: 
At the inside of the capsid 
Common to a number of serotypes 
At the surface of the capsid; induces 
neutralizing and virion haemagglutination 
inhibiting antibodies 
Toxin activity; incomplete haemagglutina-
ting activity when fibre is present 
Common to a number of serotypes. 
At proximal part of the fibre 
Common to subgroups Π and III 
At distal part of the fibre; induces haemag­
glutination inhibiting and neutralising 
antibodies 
Arginine rich protein 
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glutininen, waardoor zij met ratte-erythrocyten een kompleet haemagglutinatiepatroon geven 
(82, 109). 
4. 2. ADENOVIRUS: STRUKTUUR EN ANTIGENE EIGENSCHAPPEN (TABEL 14) 
4.2.1. Hexon 
De antigene struktuur α, gelokaliseerd op het hexon, hebben alle humane en dierlijke 
adenovirussen gemeenschappelijk, behalve het GAL-virus en CELO-virus bij vogels (21, 110). Dit 
groepspecifieke antigeen kan worden aangetoond met de komplementbindingsreaktie, waarbij een 
antiserum tegen ieder willekeurig adenovirus kan worden gebruikt. 
Dat de hexons ook drager zijn van een typespecifiek e -antigeen wordt al gesuggereerd door Pereira 
(111), die de humane adenovirussen typeert in een komplementbindingsreaktie en bevestigd door 
Döhner (73), door de komplementbindingsreaktie met gezuiverde hexons. Verdere argumenten 
worden aangevoerd door Norrby (112,113): anti-hexonsera blijken een typespecifieke remming van 
de haemagglutinatie door type 3 virionen te geven en niet van die door de oplosbare haemaggluti-
ninen (dodecons), terwijl de haemagglutinerende aktiviteit toch altijd wordt geassocieerd met het 
distale uiteinde van de fibers. 
Het wordt verklaard door aggregatie van de viruspartikels, of door een zodanige ruimtelijke rang-
schikking van deze antistofmolekulen dat de fibers geblokkeerd worden nl. door aanhechting van de 
antistoffen aan de hexons die grenzen aan de hoekcapsomeren: de fibers kunnen zich niet meer 
hechten aan de receptoren van de erythrocyt. Deze typespecifieke remming van de haemagglutinatie 
door anti-hexonserum is veel efficiënter voor typen met korte fibers, bijvoorbeeld de typen 3 en 15 
met fibers van ±11πιμ lengte, dan voor typen met lange fibers, bijvoorbeeld de typen 6 en 2 met 
fibers van ±28ιημ lengte (114). Het IgG-antistofmolekuul is 15 à 20πιμ lang (115). Bij de typen met 
korte fibers zou de remming van de haemagglutinatie door virionen vooral plaats vinden door de 
bovengenoemde ruimtelijke konfiguratie van de antistofmolekulen. Bij de typen met lange fibers zou 
de remming verklaard worden door aggregatie van virionen. 
Het feit dat de anti-hexonsera haemagglutinatieremmende aktiviteit bezitten voor de homologe virio­
nen, houdt in dat het typespecifieke hexonantigeen gelokaliseerd is op de buitenkant van het virion. 
Het groepspecifieke deel van het hexon ligt naar de binnenzijde van het viron gekeerd: de kom­
plementbindingsreaktie met gezuiverde virionen is typespecifiek; bij elektronenmikrokopisch 
onderzoek blijken de vironen geagglutineerd te kunnen worden door anti-hexonsera, ook deze 
reaktie is typespecifiek (113,116). 
Of het typespecifieke hexonantigeen ook verantwoordelijk is voor de induktie van type­
specifieke neutraliserende antistoffen is een kontroversiële kwestie: sommige auteurs vinden een 
sterke neutraliserende aktiviteit van anti-hexonsera (112,117,118,119), anderen kunnen met sterk 
gezuiverde hexons geen vorming van neutraliserende antistoffen induceren (120). 
Hierop komen wij terug onder 4.7. 
Het hexon heeft naast een typespecifiek e -en een groepspecifiek α -antigeen ook een 
subgroepspecifiek antigeen zoals is aangetoond in adsorptie-experimenten (112,114). Een argument 
voor de aanwezigheid van subgroepspecifieke antigenen is ook de heterologe neutralisatie van virus 
door inkuberen van virus-anüstofltomplexen bij lage pH (118,121). 
4.2.2. Pentonbasis 
De pentonbasis is drager van het /7-antigeen dat, evenals het α-antigeen op het hexon, 
alle humane adenovirussen gemeenschappelijk hebben. Dit blijkt uit het feit dat ieder heteroloog 
antiserum kan dienen om door komplexvorming met de pentons een komplete haemagglutinatie te 
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verkrijgen. Verder zijn er op de pentonbasis antigene strukturen die gemeenschappelijk zijn voor 
de typen van een haemagglutinatiegroep, zoals is aangetoond door adsorptie-experimenten (107,112). 
Er zijn geen typespecifieke antigenen beschreven voor de pentonbasis. 
4.2.3. Fiber 
De fibers zijn drager van het typespecifieke p-antigeen, waardoor typespecifieke haem-
agglutinatieremmende antistoffen worden geïnduceerd. Typespecifieke neutraliserende antistoffen 
in antisera tegen fibers kunnen alleen maar aangetoond worden met gebruikmaking van een snelle 
techniek, waarbij overlevend virus wordt aangetoond met behulp van de fluorescenüe-telmethode 
(122). Zij worden echter niet gevonden met meer konvenüonele technieken met langere inkubatie-
tijden, bijvoorbeeld in de vorm van plaque-inhibitie en remming van CPE (112,118,123). Mogelijk 
geven antistoffen tegen fibers alleen maar een vertraging van het infektieproces, b.v. door belem-
mering van een efficiënte virusadsorptie. 
Fibers van de haemagglutinatiegroepen Π en Ш bevatten bovendien het proximaal 
gelegen ft-antigeen dat de typen binnen een groep gemeenschappelijk hebben (102,107). Het kan wor­
den aangetoond met de haemagglutmatie door fibers in aanwezigheid van antiserum tegen een 
heteroloog type van dezelfde groep. 
4. 3. TYPERING VAN ADENOVIRUS 
Voor de typering van adenovirus worden de neutralisatie- en de haemagglutinatierem-
mingsreaktie gebruikt. Er zijn kruisreaktics van de prototypestammen in een of beide testen 
beschreven (124,125). Bovendien worden intermediaire stammen beschreven, die zich in de neutra-
lisatietest laten identificeren met het ene prototype en in de haemagglutinatieremmingstest met 
een ander (109,126,127,128,129). De aanwezigheid van twee onderscheiden typespecifieke antigenen 
op verschillende strukturele komponenten van het virion, maakt een analyse van dit fenomeen 
mogelijk. Het op het distale deel van de fiber gelokaliseerde ^-anügeen reageert met haemagglu-
tinatieremmende antistoffen en kan worden aangetoond in de haemagglutinatieremmingstest met 
oplosbare haemagglutinines. Het op de buitenkant van het hexon gelegen typespecifieke e-antigeen 
kan worden aangetoond in een haemagglutinatieremmingstest met kompletevirionen. Het is boven-
dien waarschijnlijk dat vooral dit antigeen neutraliserende antistoffen induceert. Het mengtype 
3-16 of 'Sint Carlos Agens' bijvoorbeeld (128) blijkt zich in de neutralisatiereaktie te gedragen als 
type 3, het heeft het ε-antigeen van type 3, en in de haemagglutinatieremmingstest als type 16 op 
grond van de aanwezigheid van een identiek y-antigeen (130). 
Het fenomeen van de intermediaire typen schept het probleem aan welke test men de voorkeur 
moet geven voor adenovirustypering: de neutralisatietest of de haemagglutinatieremmingsreaktie. 
Norrby (131) geeft de voorkeur aan de neutralisatietest, ondanks het feit dat de haemagglutinatie­
remmingstest gemakkelijker uitvoerbaar is, en wel om de volgende redenen: 
(1) de neutralisatietest geeft minder kruisreakties; 
(2) neutraliserende antistoffen, gericht tegen het typespecifieke hexonantigeen, spelen waarschijn­
lijk een belangrijkere rol bij de protektie in vivo; 
(3) fylogenetisch zijn de hexons waarschijnlijk ouder dan de fibers (132). 
Het mengtype 3-16 moet dus beschouwd worden als een subtype van type 3. Het type 9-15 als een 
subtype van type 15 omdat het zich in de neutralisatiereaktie gedraagt als type 15. 
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4. 4. MECHANISME VAN DE VIRUSNEUTRALISATIE 
De reaktie van virus met antistof gebeurt in twee stappen: de primaire associatie van 
virus met antistof, gevolgd door sekundaire reakties die kunnen leiden tot een stabilisatie van het 
komplex door struktuurveranderingen in het Immunoglobuline, door de werking van komplement of 
door reakties van het virus-antistofkomplex met anti-Immunoglobuline. 
De virus-antistofbinding wordt meestal niet direkt gemeten, maar hiervoor wordt gebruik gemaakt 
van een biologisch systeem: remming van de haemagglutinatie, fixatie van komplement of verlies 
van infektiviteit, zoals in de neutralisatietest. Het introduceren van een derde factor in het systeem 
maakt de analyse van de virus-antistofinteraktie soms moeilijk. 
Aan neutralisatie van virus in vitro kunnen in principe de volgende mechanismen, of een 
kombinatie er van, ten grondslag liggen: 
(1) het virus kan door antistoffen geaggregeerd worden; dit wordt waargenomen als verlies van 
infektiviteit, dus neutralisatie; 
(2) de virusadsorptie kan geblokkeerd worden doordat antistoffen zich hechten aan 'sites' die ver-
antwoordelijk zijn voor de adsorptie van virus aan de cel; 
(3) antistoffen kunnen de penetratie van het virus blokkeren; 
(4) de normale ontmanteling van het virion in de cel en het vrijkomen van intakt nukleihezuur kan 
geblokkeerd worden door antistoffen. 
Er is een fundamenteel verschil in het infektieproces door bakteriofagen en animale 
virussen. Deze laatsten worden in hun geheel opgenomen in de cel, terwijl van de bakteriofaag 
alleen het nukleihezuur in de cel dringt. Hierdoor is ook het neutralisatieproces voor beiden ver-
schillend. Bij de neutralisatie van een bakteriofaag wordt de virusadsorptie of de injeküe van het 
nukleihezuur verhinderd. Een animaal virion kan na interaktie met antistof nog in de cel binnen-
dringen. 
Hoewel bovengenoemde faktoren niet afzonderlijk de hele virusneutralisatie kunnen 
verklaren zal ieder van hen bijdragen bij het neutralisatieproces. Omdat het neutralisatieproces 
een samenspel is van de bovengenoemde mechanismen laat het proces zich moeilijk kwantificeren. 
Aggregaatvorming is onder andere aangetoond voor adenovirus, Polyomavirus en influenzavirus, 
wanneer equivalente hoeveelheden virus en antistof aanwezig zijn (113,116,133,134, 135). Maar 
virusneutralisatie wordt gevonden met verdunningen van het antiserum die geen aggregatie geven 
(136). Bovendien, zoals verder in het betoog wordt aangetoond, ook monovalente Fab-fragmenten 
kunnen neutraliseren. 
Er is gesuggereerd dat neutralisatie tot stand zou komen door interferentie van antistoffen met 
normale adsorptie en penetratie van het virus. Poliovirus, influenza- en newcastle disease-virus 
kunnen echter nog adsorberen aan de cel na interaktie met antistoffen(137,138,139,140). Bij een 
lage virus-antistofverhouding kan poliovirus na binding van 7S-antistoffen nog adsorberen aan de 
cel. Dit geldt niet voor 19S-antistoffen (141). 
Door antistoffen wordt de penetratie en ontmanteling van poliovirus niet geblokkeerd. Neutralisatie 
grijpt aan in de fase na de ontmanteling: er komt geen intakt nucleïnezuur vrij in de cel (142). 
Antistoffen blokkeren de adsorptie en penetratie van vacciniavirus niet. Er vindt echter geen nor-
male ontmanteling plaats en virus-DNA komt niet op normale wijze vrij (143). 
Aanhechting van antistoffen verandert de elektrostatische lading van het viruspartikel, 
wat interfereert met de virusadsorptie of andere stappen in het infektieproces. Verhoging van de 
negatieve lading van de antistofmolekulen vermindert de neutraliserende aktiviteit. Onder bepaalde 
omstandigheden wordt hierbij zelfs een verhoging van de infektiviteit van het virus verkregen. 
Door vermindering van de negatieve lading wordt een verhoogde neutraliserende aktiviteit ver-
kregen (144). Dit zou ook kunnen verklaren waarom de neutraliserende aktiviteit van een antiserum 
afhankelijk is van de celsoort die gebruikt wordt om het overlevend virus te titreren (136, 145). 
Een bepaalde elektrostatische lading van het viruspartikel zou bij de ene celsoort gunstig kunnen 
zijn voor het infektieproces, bij de andere ongunstig. Antistoffen van de kip tegen groep В arbo-
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virussen verhogen zelfs de infektiviteit van het virus bij titratie op kippeëmbryocellen, terwijl 
bij gebruik van varkensniercellen daarentegen neutralisatie optreedt (146). Het fenomeen doet zich 
overigens alleen voor bij gebruik van vogelimmuunsera, wanneer het overlevend virus wordt geti-
treerd op vogelcellen (147). 
4. 5. VIRUSNEUTRALISATIE: EEN REVERSIBEL PROCES? 
Twee kontroversiële kwesties spelen een rol in alle publikaties over virusneutralisatie: 
(1) is een enkel antistofmolekuul in staat om virusneutralisatie teweeg te brengen of zijn er 
verschillende molekulen nodig; 
(2) is de virusneutralisatie reversibel onder fysiologische omstandigheden of niet? 
Veel onenigheid hierover kan verklaard worden, wanneer wij ons realiseren dat verschillende 
populaties antistoffen aanwezig zijn in een antiserum en dat de antigene samenstelling van het virus 
komplex is. Dulbecco et al. (148) bestuderen deneutralisaüekineüek van poliovirus. Bij overmaat 
antistoffen verloopt de virusneutralisatie als een reaküe van de eerste orde: de logarithme van de 
fraktie overlevend virus, uitgezet tegen de tijd, geeft een rechte door de oorsprong. Deze exponen-
tiële afname van de infektiviteit wil zeggen dat bij overmaat antistoffen eenzelfde fraktie virus 
geneutraliseerd wordt per tijdseenheid, onafhankelijk van de gebruikte hoeveelheid virus. Dezelfde 
rechte lijn voor de neutralisatiekinetiek wordt gevonden voor onder andere bakteriofaag T2 (149), 
newcastle disease virus (140,150) en tabaksmozaïekvirus (151). Hieruit zou gekonkludeerd mogen 
worden dat neutralisatie een 'single Λί/'-reaktie is, dat een enkel antistofmolekuul in staat is een 
virion te neutraliseren en dat virusneutralisatie een irreversibel proces is. 
Deze konklusie is mede gebaseerd op de waarneming dat er aanvankelijk geen 'lag-phase' 
is bij de neutralisatiekinetika. De reaktie wordt echter uitgevoerd bij 370C en bij deze temperatuur 
kan een aanvankelijk trager verloop van de reaktie mogelijk niet tot uitdrukking komen. 
Bovendien kunnen sekundaire stabiliserende reakties tijdens de adsorptieperiode optreden. Onder 
bepaalde kondities blijkt de neutralisatiekinetika-kurve wel een schouder te vertonen. Een 'lag-phase' 
in de kinetikakurve voor virus-antistofinteraktie wordt wel gevonden door Lafferty (136), bij de 
neutralisatie van influenzavirus in de koude, endoor Philipson (152) bij de interaktie van poliovirus 
met IgM-antistoffen. Een dergelijke schouder іл de kurve wijst op een 'multi Λιϊ'-kinetiek en zou er 
op wijzen dat meerdere antistofmolekulen nodig zijn om neutralisatie tot stand te brengen of dat 
sekundaire reakties, leidend tot een stabilisatie van het virus-antistofkomplex, een rol spelen. 
Wanneer de fraktie overlevend virus zeer klein wordt, vertoont de neutralisatiekinetika-
kurve van Dulbecco et al. (148) een afwijking van de rechte lijn. Voor het verschijnsel dat een 
gedeelte van het virus, de persisterende fraktie, niet geneutraliseerd wordt volgens de verwachting 
voor een 'single hit'-reaktie en voor afwijkingen van de te verwachten rechte lijn voor de neutra­
lisatiekinetika-kurve zijn in de literatuur verschillende verklaringen gegeven: 
(1) niet alle partikels zijn identiek in hun antigene struktuur (148,153); 
(2) het viruspreparaat bevat geaggregeerd virus (154); 
(3) de aanwezigheid van infektief nukleihezuur (155,156); 
(4) antistofmolekulen aan 'sites', die niet van wezenlijk belang zijn voor de neutralisatie, blokkerei. 
de toegangkelijkheid van de 'sites', die wel van wezenlijk belang zijn (157); 
(5) de heterogeniteit in de affiniteit van antistofmolekulen en de dissociatie van virus-antistofkom-
plexen (152, 158, 159, 160, 161). 
Fazekas de St.Groth (162,163,164) gaat er in zijn theorie over de virusneutralisatie van 
uit de virus-antistofbinding onder alle omstandigheden reversibel is. De neutralisatie van influenza­
virus wordt door hem echter gedaan in de koude met korte inkubatietijden. 
Dat virusneutralisatie onder alle omstandigheden een volledige reversibel proces zou zijn is een 
achterhaalde stelling. Een aantal auteurs vindt geen dissociatie van virus-antistofkomplexen onder 
fysiologische omstandigheden (137, 140, 148, 152, 165, 166). Dissociatie wordt wel gevonden door 
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bijvoorbeeld ultrasone behandeling (136), zuurbehandeling (137) of door behandeling met fluorocar-
bon (167). De virus-antistofinteraktie die leidt tot neutralisatie zou in verschillende stappen plaats 
vinden: de primaire associatie van één van de aktieve plaatsen van het antistofmulekuul met een 
antigene determinant van het virus, die reversibel is,gevolgd door sekundaire reakties, die leiden 
tot stabilisatie van het virus-anüstofkomplex. Juist de aanwezigheid van verschillende identieke 
antigene determinanten op het virusoppervlak zou deze stabilisatie bevorderen. Gard (168, 169) 
introduceert voor deze stabilisatie het begrip immunoinaktivering. In dit systeem is de evenwichts-
konstante voor de secundaire reaktie zo klein, dat dissociatie nauwelijks waarneembaar is. De 
elektronenmikroskopische waarnemingen door Lafferty en Oertelis (135) die laten zien dat een IgG-
molekuul, dat met een van zijn aktieve plaatsen aan een antigene 'site' van het influenzavirus is 
gehecht, omslaat naar een naburige 'site' waar het zich hecht met de andere aktieve plaats -wat 
zou leiden tot stabilisatie van de binding- is in dit verband zeer suggestief. Strukturele verander-
ingen in het IgG-molekuul treden op na binding met antigeen (170). Zo komen nieuwe antigene 
determinanten van de H-keten bloot te liggen na de binding aan bovine serumalbumine en fer rit ine 
(171,172). Verder zijn er antistoffen tegen komplexen van antigeen met antistof gevonden (173,174), 
wat ook wijst op expressie van nieuwe antigene strukturen op het Immunoglobuline na de antigeen-
antistofinteraktie. 
Aanwijzingen dat sekundaire stabiliserende reakties een rol spelen bij virusneutralisatie zijn ge-
vonden voor bakteriofaag T4 (173), Theiler's virus (168), adenovirus (175,176) en poliovirus (152). 
Wij moeten ons voorstellen dat in een neutralisatiemengsel, afhankelijk van het gebruikte 
antiserum, drie kwalitatief verschillende soorten virus-antistofcomplexen voorkomen: 
(1) komplexen waarin door sekundaire reakties een stabilisatie van de virus-antistofbinding is opge-
treden en waarin de antistoffen interfereren met het infektieproces, dus neutraliseren; 
(2) instabiele komplexen, waarbij virus gebonden is met antistoffen van geringe affiniteit, die bij 
verdunning dissociëren; 
(3) stabiele komplexen waarbij het virus toch niet geneutraliseerd is, bijvoorbeeld omdat het anti-
stofmolekuul niet op de voor neutralisatie kritieke plaats zit of omdat het viruspartikel door 
de cel niet als geneutraliseerd herkend wordt. Niet ieder virion, waaraan zich antistofmolekulen 
bevinden, verliest daarmee zijn infektiviteit. Het biologisch systeem, waarin na de virus-
antistofinteraktie getest wordt op overlevend virus, speelt ook een rol. 
4.6. ROL VAN VERSCHILLENDE ANTISTOFMOLEKULEN EN VAN HUN FRAGMENTEN BIJ DE 
NEUTRALISATIE VAN VIRUS 
Bij immunisatie met virus worden eerst IgM-antistoffen gevormd en later ook IgG- en 
IgA-antistoffen (177,178,179,180). Poliovirus en adenovirus kunnen ook geneutraliseerd worden 
door IgA in hyperimmuunsera (152,181). Over de neutraliserende aktiviteit van IgD- en IgE-anti-
stoffen is weinig bekend. Tijdens de immunisatieprocedure neemt ook de affiniteit van IgG- en 
IgM-antistoffen voor antigene determinanten en hun neiging tot vorming van stabiele komplexen 
toe (182,183). 
Bij onderzoek naar de vorming van neutraliserende antistoffen tegen poliovirus na een enkele 
antigene stimulus worden de eerste paar dagen 19S IgM-antistoffen met geringe affiniteit gevonden 
en vanaf de derde dag 19S-antistoffen die een stabiele binding geven; de 4e of 5e dag zijn er 7S 
IgG-antistoffen met hoge affiniteit en vanaf de tweede week 7S-antistoffen met zeer hoge affiniteit 
(182). Duidt het begrip affiniteit op de primaire interaktie tussen antigene determinant en antistof-
molekuul, het begrip aviditeit heeft betrekking op de werkzaamheid van antiserum in zijn geheel in 
een serologische reaktie, dus van alle populaties van antistofmolekulen tesamen. De aviditeit wordt 
bepaald door de resultante van de affiniteit der verschillende antistofpopulaties in een antiserum 
voor het antigeen, maar ook door andere faktoren als stabilisatie van het virus-anüstofkomplex 
door sekundaire reakties en, in het geval van een virus met verschillende antigene determinanten, 
de verhouding waarin antistoffen tegen de verschillende determinanten aanwezig zijn in het serum. 
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De neutraliserende aktiviteit van vroege IgG-enlgM-antistoffen, die een geringe affiniteit 
tot antigeen hebben, wordt aanzienlijk verbeterd door toevoeging van vers niet-geïnaktiveerd serum 
(184,185), door de werking van komplement. Er vindt een stabilisatie van het virus-antistofkomplex 
plaats door de eerste vier komplementfaktoren (186). Ook zou de invloed van komplement verklaard 
kunnen worden doordat onder invloed van antistof en komplement lysis van de lipoproteihemem-
braan van het virus optreedt. Dit is bijvoorbeeld gevonden voor het infektieus bronchitisvirus, dat 
behoort tot de coronavirussen, en voor influenzavirus en rubellavirus (187, 188). 
Voor het LDH-virus van demuis(189),hetaleutianvirus van de wezel (190), het influen-
zavirus en herpes simplexvirus van de mens (191,192) en voor enkele arbovirussen (193,194) is 
aangetoond dat de binding van antistoffen aan virus niet altijd behoeft te leiden tot verlies van 
infektiviteit. Er wordt dan wel gesproken van gesensibiliseerd virus omdat door toevoeging van 
antistoffen tegen Immunoglobuline, die op zich geen neutraliserende werking bezitten, neutralisatie 
plaats vindt. Wij zouden ons kunnen voorstellen dat deze antistoffen tegen Immunoglobuline leiden 
tot stabilisatie van het virus-antistofkomplex of tot een aggregatie óf dat er een komplexvergroting 
optreedt waardoor het virus de cel niet meer kan infekteren. 
Door behandeling van antistoffen met papaihe ontstaan er monovalente fragmenten (Fab) 
die zich nog kunnen binden aan antigeen (195). Studies over de neutraliserende aktiviteit van door 
enzymbehandeling verkregen fragmenten van antistoffen zijn uitgevoerd met influenzavirus, polio-
virus, herpes simplexvirus en adenovirus. Verschillende auteurs vinden dat Fab-fragmenten in 
geringe mate kunnen neutraliseren. Dit is gevonden voor influenzavirus, herpes simplexvirus en 
poliovirus (160,196,197). Ook wanneer de Fab-fragmenten na de enzymbehandeling zorgvuldig 
worden gescheiden van nog mogelijk aanwezige kompletelgG-molekulen treedt er nog neutralisatie 
van poliovirus op (198). De aktiviteit van de Fab-fragmenten bedraagt echter slechts 5% van het 
intakte IgG, vergeleken op basis van gewicht. Volgens Keiler (199) komt er geen stabiele binding 
van poliovirus met Fab-fragmenten tot stand. De neutraliserende aktiviteit neemt toe door toevoe-
ging van anti-immunoglobuline antistoffen (200). Ook herpes simplexvirus dat gesensibiliseerd is 
met monovalente Fab-fragmenten, wordt in sterkere mate geneutraliseerd door toevoeging van 
anti-immunoglobuline (197). Kjellén (201) vindt geen neutralisatie van adenovirus door monovalente 
Fab-fragmenten van IgG, die verkregen zijn door papaihebehandeling. Bivalente Fíab^-fragmenten, 
die verkregen worden door pepsinebehandeling, bezitten wel neutraliserende aktiviteit doch 
in mindere mate dan het IgG-molekuul (202). Het Fc-fragment speelt een rol bij de stabilisatie 
van de virus-antistofbinding. Wij mogen dus stellen dat virusinaktivering kan optreden bij ontbre-
ken van het Fc-fragment en dat een aanzienlijke verbetering van de neutralisatie door antistof-
fragmenten verkregen wordt door toevoeging van anii-antistoffen, die een stabilisatie van het 
komplex geven. 
4. 7. WELK ADENOVIRUS-ANTIGEEN IS BETROKKEN BIJ DE VIRUSNEUTRALISATIE? 
Hexons, hoekcapsomeren en fibers vormen het capside van adenovirus. Het is duidelijk 
dat het antigeen dat neutraliserende antistoffen induceert, gezocht moet worden op de buitenkant van 
het virion. Aangezien er verschillende mechanismen zijn waardoor virusneutralisatie kan plaats 
vinden, is het niet te verwachten dat eenduidig een enkel antigeen kan worden aangewezen dat ver-
antwoordelijk is voor de neutralisatie. Antistoffen tegen de drie bouwstenen van het capside kunnen 
in principe aggregatie van het virus teweegbrengen en daardoor neutralisatie. Het is verleidelijk 
om aan het distale uiteinde van de fiber, dat het typespecifieke haemagglutinerend antigeen draagt, 
ook een rol toe te schrijven bij de virusadsorptie. Antistoffen hiertegen zouden door het blokkeren 
van de virusadsorptie in staat zijn te neutraliseren. 
Toch blijkt de belangrijkste neutraliserende aktiviteit te vinden te zijn in antisera tegen 
hexons (112,117,118,119,203). Volgens een mededeling van Petterson et al.(120) wordt er geen 
neutraliserende aktiviteit gevonden in sera tegen sterk gezuiverde type 2 hexons. Bij hem zouden 
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echter door de intensieve zuivering antigene Komponenten verloren of gemodificeerd kunnen 
zijn. Bovendien blijken de typen uit de heamagglutinatiegroep Ш een bijzondere positie in te nemen, 
in zoverre antisera tegen hexons van virussen van deze groep minder efficiënt neutraliseren dan 
antisera tegen hexons van virussen van de beide andere groepen en van type 4. Er blijken verschil-
lende populaties van hexons voor te komen bij typen uit subgroep ΠΙ. Wadell scheidt type 2 hexons 
in twee soorten (204,205). Shortridge en Biddle (206) vinden bij type 5 drie soorten hexons. Slechts 
door één van de soorten hexons van adenovirus type 2 worden neutraliserende antistoffen geïndu-
ceerd (205). Een duidelijke verbetering van de neutralisatie wordt verkregen door toevoeging van 
antiserum tegen Immunoglobuline. Antistoffen tegen beide soorten hexons binden zich dus wel aan 
het virus al leidt dit niet zonder meer tot neutralisatie. 
In tegenstelling tot wat men misschien zou verwachten mag aan de fibers geen belang-
rijke rol worden toegekend bij de virusneutralisatie. Sera tegen pentons of dodecons van de seroty-
pen 3,4 en 19 bezitten slechts geringe neutraliserende aktiviteit (112,119,205). Over de neutralise-
rende aktiviteit van sera tegen fibers zijn de meningen verdeeld: deze sera zouden volgens sommige 
onderzoekingen voor de typen 1, 3 en 5 wel in geringe mate neutraliseren (112, 117, 203), terwijl 
volgens anderen type 2 en 5 niet geneutraliseerd worden (118, 123). Wadell (205) toont aan dat 
anti-fibersera een geringe neutraliserende aktiviteit bezitten in verhouding tot hun haemagglutina-
tieremmende aktiviteit. Dit geldt voor typen uit de subgroep Ι, Π en voor type 4 maar in nog 
sterkere mate voor type 2 uit subgroep Ш. Wanneer echter anti-immunoglobuline wordt toegevoegd 
treedt een belangrijke verbetering van de neutralisatie door anti-fibersera op. De diskrepantie 
betreffende de neutraliserende aktiviteit van anti-fibersera wordt meer inzichtelijk, wanneer wij 
ons realiseren dat aan virusneutralisatie verschillende mechanismen ten grondslag kunnen liggen. 
De neutraliserende aktiviteit van type 2 anti-fiber- en anti-hexonsera is in belangrijke mate af­
hankelijk van de methode waarmee virusneutralisatie in vitro bepaald wordt (122, 205). Bij een 
snelle methode, zoals ook wij gebruiken (5.2.1.), waarbij een reduktie van het aantal fluorescerende 
cellen gemeten wordt en het neutralisatiemengsel slechts twee uur wordt geadsorbeerd, bezitten 
anti-fibersera wel neutraliserende aktiviteit in tegenstelling tot de bevindingen bij de langdurige 
neutralisatietest in buizenkulturen, of met de plaque-reduktietest, waarbij lang gewacht wordt op 
een effekt van het virus en waarbij de adsorptietijd ook veel langer is. In het eerste geval zou de 
neutralisatie vooral tot stand komen door aggregaatvorming en door vertraging van adsorptie en 
penetratie van virus onder invloed van antistoffen. Bij de langdurige neutralisatietest wordt juist de 
uiteindelijke neutralisatie gemeten, namelijk de blokkering van de intracellulaire expressie van het 
virusgenoom door sekundaire reakties in het virus-antistofkomplex. Voorzover neutralisatie met 
anti-fiberserum gevonden wordt vindt deze plaats door een vertraging van het infektieproces door 
bindig van antistoffen aan fibers, maar de mogelijkheid tot intracellulaire expressie van het virus-
genoom blijft. Eerst door anti-immunoglobulines toe te voegen aan het 'gesensibiliseerd' virus 
verkrijgt men echte neutralisatie. 
In het algemeen mag gesteld worden dat vooral het hexon betrokken is bij de neutralisatie 
van adenovirus: door binding van antistoffen en sekundaire struktuurveranderingen treedt verlies 
van de infektiviteit op. Anti-fibersera bezitten weinig of geen neutraliserende aktiviteit, tenzij 
anti-immunoglobuline wordt toegevoegd. De serotypen van haemagglutinatiegroep III, uitgezonderd 
type 4, nemen zoals reeds is opgemerkt een bijzondere positie in: antisera tegen hexons van deze 
typen neutraliseren minder efficiënt. Het is mogelijk dat het typespecifieke hexonantigeen bij deze 
virussen slechts in beperkte mate tot expressie komt op het viruscapside. De anti-hexonsera 
veroorzaken voor deze typen ook geen agglutinatie van virionen zoals is aangetoond bij elektronen-
mikroskopisch onderzoek (205). 
De bestudering van het neutralisatieproces in vitro biedt het voordeel allerlei faktoren 
die hierbij een rol spelen in de hand te kunnen houden. Wij moeten ons realiseren dat in het 
systeem menselijke cellen gebruikt worden en hyperimmuunsera die van konijnen afkomstig zijn 
en eventueel nog anti-immunoglobulines van schaap of geit. Het is duidelijk dat dergelijke in vitro 
studies de situatie in vivo slechts bij benadering weergeven. Bij de protektie door antistoffen in 
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vìvo zullen nog andere faktoren als komplement en antistoffen tegen virus-antistofkomplexen 
(173,174) een rol spelen. Hoewel bij in vitro proeven geen belangrijke rol van het fiberantigeen bij 
neutralisatie van virus wordt gevonden blijkt immunisatie met gezuiverde fibers in de in vivo 
situatie toch bescherming te geven (206). 
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HOOFDSTUK V 
Adenovirus: Neutralisatie van type 2 
SAMENVATTING 
Enkele eigenschappen van de neutralisattereaktie met adenovirus worden bestudeerd, 
waarbij de fluorescentie-telmethode wordt gebruikt voor het meten van overlevend virus. 
Neutralisatie door vroege antistoffen blijkt onder fysiologische omstandigheden reversibel te zijn, 
in tegenstelling tot de bevindingen met late antistoffen. In het laatste geval vindt er door verdun-
ning van het neutralisatiemengsel of door toevoeging van extra gefnaktiveerd virusantigeen geen 
verschuiving in de neutralisatiereaktie plaats. Anü-immunoglobuline versterkt de neutralisatie 
door vroege antistoffen. 
Pogingen om met behulp van de fluorescentie-telmethode de neutralisatiekinetiek te vervolgen faal-
den. Mogelijke oorzaken hiervan worden besproken. 
Na een enkele intraveneuse dosis van infektief adenovirus type 2 bij een konijn blijft de antistoftiter 
hoog tot tenminste een jaar na besmetting. Dit wijst op persisteren van het virus in het konijn. 
5.1. INLEIDING 
De fluorescentie-telmethode op N3-cellen maakt het mogelijk snel en nauwkeurig de 
infektiviteit van adenoviruspreparaten te bepalen, hoewel rekening moet worden gehouden met een 
betrekkelijk lage gevoeligheid. De methode zou mogelijk te gebruiken zijn om de neutralisatie-
kinetiek voor adenovirus te vervolgen. Dit zou het mogelijk maken onderzoek te doen naar kleine 
antigene verschillen tussen stammen van eenzelfde type adenovirus, zoals McBride (6) dit gedaan 
heeft voor poliovirus. Daartoe bestuderen wij allereerst enkele eigenschappen van de neutralisatie-
reaktie voor adenovirus type 2 namelijk: 
(1) de vraag of de virus-antistofbinding reversibel of irreversibel is; 
(2) de neutraliserende werking van vroege en late antistoffen; 
(3) hoe wij de neutraliserende aktiviteit van een antiserum kunnen kwantificeren; 
(4) het effekt van toevoeging van anü-immunoglobuline op de neutralisatie. 
Vooraf dient opgemerkt, dat het gebruikte systeem zich moeilijk leent voor een duidelijke ophelde-
ring van 'het hoe en waarom' van de adenovirusneutralisatie; daarvoor is het te komplex: 
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(1) er wordt gewerkt met ruwe virusantigenen, namelijk de celextrakten na afcentrifugeren van het 
celdebris; deze bevatten naast infektieuse virionen, inkompleet virus en een overmaat aan virus-
bouwstenen die allemaal meedoen in de serologische reaktie, voorafgaand aan de infeküviteits-
test; 
(2) de konijnenimmuunsera, gebruikt voor de virusneutralisatie, worden verkregen door immunise-
ren met ruwe virusantigenen en zullen dus antistoffen bevatten tegen alle mogelijke antigene 
komponenten van het virus en bovendien antistoffen tegen oplosbare celkomponenten; 
(3) de infektiviteitstest met behulp van de fluorescentie-telmethode registreert slechts een gering 
percentage van de totale hoeveelheid infektieus virus. 
5. 2. MATERIAAL EN METHODEN 
Celkweek, media en het gebruikte virus worden beschreven onder 1.2.1. en 1.2.2. 
5. 2.1. Neutralisatiereaktie en infektiviteitstest 
Voor de neutralisatie worden de sera 30 minuten bij SB^ geihaktiveerd. Serumverdun-
ningen worden gemaakt in PBS-glucose + 0,2% BSA. Virus, verdund in hetzelfde medium wordt in 
een gelijk volumen toegevoegd. Tenzij anders vermeld, vindt de inkubatie gedurende 2 uur plaats 
onder schudden in een waterbad van 360C. Dan wordt het neutralisatiemengsel getest op overlevend 
virus door Imi al dan niet verdund te enten op monolayers van N3-cellen in 3cm Falcon plastic 
petrischaaltjes. Na 5 uur adsorberen en 2 maal wassen met PBS-glucose wordt 2ml onderhoudsme-
dium toegevoegd. Er wordt 48 uur gei'nkubeerd, gerekend vanaf het moment van enten. Dan worden 
de cellen gekleurd volgens de immunofluorescentieprocedure zoals beschreven onder 1.2.4. en de 
fluorescerende cellen worden geteld, zoals beschreven onder 1.2.5. De gebruikte adsorptie-en 
inkubatieperiode zijn weliswaar niet voldoende om de maximaal haalbare infektiviteitstiter te ver-
krijgen (slechts 50% van het virus wordt geadsorbeerd in 5 uur en slechts de helft van de geihfek-
teerde cellen vertoont positieve fluorescentie bij een inkubatieduur van 48 uur), maar aangezien het 
in de neutralisatietest gaat om de hoeveelheid overlevend virus in betrekking tot de viruskontrole, 
is dit niet bezwaarlijk. Wij vinden dus slechts 25% van het maximaal haalbare aantal fluoresceren-
de cellen. Realiseren wij ons dat de infektiviteits/partikel-ratio voor type 2 1/750 is, dan wordt 
naar schatting slechts 0,03% van het totaal aantal komplete virionen geregistreerd met de door ons 
toegepaste fluorescentie-telmethode nog afgezien van inkompleet virus en virusbouwstenen die ook 
aanwezig zijn in de gebruikte preparaten en die wel meedoen in de serologische reaktie, doch niet 
aangetoond worden in de infektiviteitstest. 
De in dit hoofdstuk genoemde infektiviteitstiters worden uitgedrukt in CIU/ml, waarbij de titraties 
steeds zijn uitgevoerd op N3-cellen met een adsorpüeperiode van 5 uur en een inkubatietijd van 
48 uur. 
5. 2. 2. Immunisatie van konijnen 
Konijnen worden geïmmuniseerd met ruw virusantigeen. Adenovirus type 2, de prototype-
stam 'Adenoi'd-e', wordt gekweekt op KB-cellen met 2,5% konijneserum in het onderhoudsmedium. 
Zodra een CPE van 100% wordt waargenomen worden de cellen 6 maal bevroren en ontdooid. 
Celdebris wordt afgecentrifugeerd gedurende 10 min. bij 3000 rpm. Het supernatant, dat naast virus 
en oplosbare viruskomponenten ook oplosbare celbestanddelen bevat, wordt gebruikt als antigeen. 
Het gebruikte viruspreparaat bevat 20xl06 CIU/ml. 
Voor de bereiding van vroeg antiserum wordt een konijn geïmmuniseerd door 5ml van dit viruspre-
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paraat intraveneus in te spuiten. Bloed wordt 10 dagen na immuniseren afgenomen. Dit vroege 
antiserum wordt in het vervolg in de tekst aangeduid als serum A. 
Hyperimmuunserum С wordt verkregen door een konijn 3 maal een intraveneuse dosis van 5ml 
virus te geven op dag 0 en 30 en 60, en het dier 10 dagen na de laatste immunisatie te verbloeden. 
Als laat antiserum (serum B) wordt het serum gebruikt van een konijn, geïmmuniseerd met 3ml 
virus plus een gelijke hoeveelheid Freund's adjuvans, intramusculair ingespoten op dag 0 en 30 
en 60. Voor de eerste immunisatie wordt kompleet Freund's adjuvans gebruikt en voor de beide vol-
gende inkompleet. Het dier wordt 14 dagen na de laatste immunisatie verbloed door hartpunktie. 
Serum wordt verkregen door het bloed te laten stollen en de bovenstaande serumfraktie af te pipet-
teren. In de pre-immuunsera worden nooit neutraliserende antistoffen gevonden. Een 1/10 verdun-
ning van het vroege immuunserum A en van het late hyperimmuunserum В geven geen neutralisatie 
van adenovirus type 4. Hiervoor werd een inokulum van de prototypestam 'Ш-б?', bevattende 
18xl03 CIU/ml gebruikt en het neutralisatiemengsel werd onverdund geënt. 
5. 2. 3. Behandeling van immuunsera met 2-mercapto-ethanol 
Behandeling met 2-mercapto-ethanol wordt algemeen gebruikt om onderscheid te maken 
tussen 19S IgM-antistoffen en 7S IgG-antistoffen. Door behandeling met 0,1M 2-mercapto- ethanol 
bij neutrale pH worden disulfidebruggen gereduceerd en valt het 19S IgM-molekuul uiteen in zijn 
7S-subeenheden, waarbij de biologische aktiviteit ten dele verloren gaat. Na verwijdering van 
2-mercapto-ethanol door dialyse, kan reassociatie van de brokstukken plaats vinden. Dit wordt 
voorkomen door toevoeging van een SH -groepen blokkerend agents als jodoaceetamide (207). 
Immuunserum wordt na 30 min. inaktiveren bij 56° С gedurende 2 uur bij kamertemperatuur 
geinkubeerd met een gelijk volumen 0,2M 2-mercapto-ethanol in PBS, pH7,3. Dan wordt het 
reaktiemengsel gedialyseerd tegen 0,02M jodoaceetamide in PBS, eerst 3 uur bij kamertemperatuur 
en vervolgens overnacht bij 40oC. Jodoaceetamide wordt verwijderd door dialyseren tegen PBS 
en het behandelde serum wordt gesteriliseerd door milliporefiltraüe (220 τημ filter). Als kontrole 
wordt hetzelfde serum, verdund met een gelijk volumen PBS, gedialyseerd tegen jodoaceetamide 
en PBS en gesteriliseerd door een milliporefilter. 
5. 2. 4. Anti-konijnenimmunoglobuline 
Geitenantisera tegen konijne-IgG (GAR/IgG) en IgM (GAR/IgM) worden betrokken van 
Nordic Pharmaceuticals. De antisera laten in de immunoëlektroforese tegen kompleet konijnese-
rum slechts een enkele precipitatielijn zien voor respektìevelijk IgG en IgM. 
Deze sera veroorzaken in de gebruikte koncentraüe van 1% geen remming van de infektiviteit 
van type 2. 
5. 2. 5. Verwerking van de resultaten van neutralisatieproeven in grafieken 
Voor de verwerking van de resultaten van de neutralisatieproeven wordt de loga-
rithme van de fraktie overlevend virus O^og Vs/Vo) uitgezet tegen de logarithme van de 
serumverdunning ( 10Log D) of van de virus-antistofverhouding ( 10Log D/Vo). 
Voorzover de waarneming spun ten op het oog op een rechte liggen is er een lijn berekend met de 
methode van de kleinste kwadraten. Deze wordt in de figuren altijd weergegeven als een getrokken 
rechte. De gestippelde kurven zijn zogoed mogelijk aangepast aan de waarnemingspunten. 
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Fig. 13a,Ь. Dose-response curves for adenovirus type 2 neutralization at different dilutions of 
early and late antiserum. Surviving virus was tested by inoculating monolayers of diploid fibro­
blastic cells with 1 ml undiluted (o) and 1/5 undiluted (x) of the virus-antiserum mixture. Infectivity 
was measured by the fluorescent cell-counting assay. The figure shows the 10logarithm of the 
surviving fraction (10Log Vs/Vo) at each serum dilution (10Log D). 
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Table 15. 
Effect of incubation and dilution of virus-antiserum mixture on neutralization of adenovirus type 2 
by early and late antiserum 
Incubation 
2 hrs. at 360C 
2 hrs. at 360C 
2 hrs. at 360C 
+night at 40C 
2 hrs. at 360C 
+night at 40C 
2 hrs. at 360C-»· 
1/5 diluted, 
night at 40C 
Dilution of virus-
antiserum mixture 
inoculated into cells 
undiluted 
1/5 
Undiluted 
1/5 
'Undiluted* 
1 0
 Log serum dilution giving 90% neutralization 
Early antiserum(A) *) 
-2.15 
-1.7 
-2.1 
-1.7 
-1.85 
Late antiserum(B)** 
-5.56 
-5.50 
-5.565 
-5.47 
-5.46 
* Values obtained by interpolation of data of dose-response curve (fig.13a). 
** Values calculated from formula 1 0 Log—=-a 10Log D-b (fig. 13b). 
Vo 
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5.3. RESULTATEN 
5. 3.1. Dissociatie van virus-antis tofkomplexen door verdunning 
Van vroeg (A) en laat (В) immuunserum tegen type 2 wordt een geschikte verdunnings-
reeks gemaakt in stappen van twee. Aan iedere serumverdunning wordt een gelijk volumen virus 
toegevoegd dat 20xl0 3 CIU/ml bevat. Het neutralisatiemengsel wordt 2 uur bij ЗбоС in een schud­
bad geihkubeerd en het overlevend virus wordt bepaald door onverdund en in een verdunning 1/5 te 
enten op monolayers met N3-cellen. 
Eventuele dissociatie van virus-anüstofkomplexen kan plaats vinden gedurende de adsorptieperiode 
van 5 uur. Het onverdunde reaktiemengsel en de 1/5 verdunning worden een nacht bewaard bij 40C 
en nogmaals getitreerd op overlevend virus. Het onverdund gefnkubeerde preparaat wordt daarbij 
geënt in de verdunning 1/1 en 1/5. Een eventuele hechtere virus-antistofbinding kan optreden door 
langere inkubatie. Dissociatie van virus-antistofkomplexen krijgt een beter kans in het 1/5 verdunde 
reaktiemengsel dat een nacht extra wordt geihkubeerd bij 40C. 
Op deze wijze worden voor vroeg en laat antiserum 5 kurven verkregen die de relatie 
tussen serumkoncentratie en fraktie geneutraliseerd virus weergeven bij verschillende к ondi ties. 
Figuur 13a,b geeft de dosis-werkingskurven voor vroeg en laat antiserum van het onverdunde en 
het 1/5 verdund geënte preparaat weer na 2 uur inkuberen bij 36° C. 
De logarithmen van de serumverdunning ( 10LogD)en de fraktie overlevend virus ( 10Log Vs/Vo ) 
zijn tegen elkaar uitgezet. Voor vroeg antiserum wordt op het oog een kurve getekend door de 
punten. Voor laat antiserum is voor het gedeelte waar minder dan 50% virusoverleving gevonden 
wordt een rechte berekend met de methode van de kleinste kwadraten. 
De neutralisatie door vroeg antiserum is duidelijk minder wanneer verdund wordt geënt. Het gevon-
den verschil is signifikant (tekentoets: P<0,05). Het maakt daarbij geen verschil of een nacht extra 
wordt geihkubeerd bij 40C: de virusneutralisatie is dan gelijk aan die van het 2 uur bij З ^ С geih-
kubeerde preparaat. Verdunning geeft dus een verschuiving in het neutralisatie-evenwicht ten gunste 
van de infektiviteit. Bij laat antiserum wordt geen vermindering van de neutralisatie waargenomen 
door 5-voudige verdunning van het neutralisatiemengsel (tekentoets: P>0,10),ook niet wanneer het 
5-voudig verdunde preparaat een nacht extra bij 40C wordt geinkubeerd. Tabel 15 geeft aan bij welke 
serumverdunningen 90% neutralisatie gevonden wordt voor onverdunde en verdunde preparaten, bij 
de verschillende manieren van inkuberen. Voor vroeg antiserum zijn deze waarden verkregen door 
interpolatie uit de kurve, voor laat antiserum zijn de waarden berekend uit de rechte die getrokken 
is door de punten met meer dan 50% neutralisatie. 
Het blijkt dat de neutralisatie door vroeg antiserum afhankelijk is van de verdunning waarin het 
reaktiemengsel wordt geënt. De titer wordt lager (2,4 maal) wanneer het mengsel in een verdunning 
van 1/5 wordt geënt. Dit wijst op een gemakkelijke dissociatie van virus-anüstofkomplexen en een 
geringe aviditeit van het vroege antiserum. 
5. 3. 2. Dosis-werkingskurven voor de virusneutralisatie door vroeg en laat antiserum bij verschil-
lende viruskoncentraties 
Voor vroeg (A) en voor laat (B) antiserum tegen type 2 wordt een geschikte verdunnings-
reeks gemaakt in tweevoudige verdunningsstappen. ledere verdunning wordt verdeeld over drie 
buizen en hieraan wordt een gelijk volumen van een respektievelijk 1/500, 1/1000 en 1/2000 ver-
dund viruspreparaat toegevoegd. Het onverdunde viruspreparaat bevat 14x106 CIU/ml. De neutra-
lisatie vindtgedurende2uurbij360Cineen schudbad plaats. Vervolgens wordt getest op overlevend 
virus door van ieder preparaat Imi onverdund te enten op ieder van 4 schaaltjes met N3-cellen. 
In figuur 14a,b wordt voor iedere reeks de logarithme van de fraktie overlevend virus 
(10Log Vs/Vo) uitgezet tegen de logarithme van de antistof-virusverhouding (10 Log D/Vo). 
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Fig.14 a, b. Dose-response curves for adenovirus type 2 neutralization at different dilutions of 
early and late antiserum with three different virus concentrations. Surviving virus was tested by 
inoculating the reaction mixture undiluted. The figure shows the logarithm of the surviving 
fraction (1 0Log V^Vo) at different antibody-vi rus ratios (1 0Log D/Vo). 
For early antiserum the fraction of virus neutralized is dependent on absolute concentration of 
antibody in the inoculum. The differences are significant for the three virus concentrations used 
(Friedman-test,m-Rankings: P<0.01). For late antiserum the fraction of virus neutralized is 
dependent only on the antibody-virus ratio. Differences for the three virus concentrations are not 
significant. (Friedman-test, m-Rankings:P>0.50). 
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Table 16: 
Neutralization of adenovirus type 2 by early and late antisera, using different virus concentrations. If visual observation suggests a linear relationship, 
a straight line was calculated for the relationship of antibody-vi rus ratio and fraction of surviving virus 
Antiserum 
Early (A) 
Late hyper­
immune (B) 
Late hyper­
immune (B) 
Late hyper­
immune (C) 
Dose of virus 
used (CIU/ml) 
28 χ 10 3 
14 χ 10 3 
7 χ 10 3 
28 χ 10 3 
14 χ 10 3 
7 x l O 3 
20 χ 105 
20 χ 10 4 
11.5x 103 
12.8x 105 
25.6x 10 4 
12.8x 104 
6.4x 10 4 
Dilution of 
virus-serum 
mixture added 
to cells 
Undiluted 
Undiluted 
Undiluted 
Undiluted 
Undiluted 
Undiluted 
1 : 25 
1 : 10 
Undiluted 
1 : 20 
Undiluted 
Undiluted 
Undiluted 
Relation of fraction of surviving virus (Vs/ Vo ) 
and antibody-virus ratio D/Vo calculated for 
unbroken line in figure: 1 0Log — = -a 1 0 Log b 
Vo Vo 
Y = -1.65 X-11.91 
Y = -1.40 X-10.20 
Y = -0.92 X- 6.79 
Y = -1.44 X-14.715 
Y = -1.48 X-15.07 
Y = -1.585X-15.90 
Y = -1.48 X-15.15 
Y = -1.505X-15.50 
Y = -1.38 X-14.26 
Y = -2.87 X-24.96 
Y = -2.99 X-26.14 
Y = -2.66 X-23.39* 
Y = -2.72 X-23.68 
Formule calculated 
for all results 
-
Y =-1.50X-15.23 
Y =-1.46X-15.04 
Y=-2.665X-23.42 
Corresponding 
figure 
14 a 
14 b 
15 a 
15 b 
'Calculated from results of 5 experiments 
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Fig. 15a. Dose-response curves for adenovirus type 2 neutralization by late antiserum (B) at 
different virus concentrations. 
10Logaritm of surviving fraction is plotted against 10logarithm of antibody-virus ratio. For each 
virus concentration a straight line was calculated through the points, showing more than 50% 
neutralization. There are no significant differences in slopes and intercepts with ordinate for the 
three lines. The line in the figure was calculated from observations for all three virus concentra-
tions: 1 0Log^l
 = - 1.46 10Log.2. =-15.04 
Vo Vo 
Fig.15b. Dose-response relationship of surviving fraction and antibody-virus ratio for late rabbit 
hyperimmune serum (C), using different virus concentrations. A straight line was calculated for 
all points, giving more than 80% neutralization: 1 0Log—=-2.665 10Log— -23.42 
Vo Vo 
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Als de virus-antistofkomplexen gemakkelijk dissociëren mag verondersteld worden dat, naast de 
antistof-virusverhouding, de eindkoncentratie van de antistoffen in het neutralisatiemengsel waar-
mee de cellen beent worden van invloed is op de virusneutralisatie. Voor de reeks met de hogere 
virusverdunning verwachten wij dan een geringe neutralisatie bij eenzelfde antistof-virusverhouding. 
Deze hypothese is getoetst aan de hand van de in figuur 14a,b weergegeven resultaten. Voor het 
vroege antiserum wordt een signifikant lagere neutralisatie gevonden voor de verdunningsreeksen 
met de kleinere virusconcentraties (toets van Friedman; m-Rankings: P«<0,01). Voor het late 
antiserum blijkt de fraktie virus, geneutraliseerd bij een bepaalde virus-antistofverhouding, 
onafhankelijk van de eindkoncentratie van het serum in het inokulum (toets van Friedman; m-
Rankings:P>0,50). Voor laat antiserum wordt een rechte lijn berekend voor de punten uit de drie 
verdunningsreeksen met meer dan 50% neutralisatie: 
10L o g Vs = _ 1 5 0 1 o L o g _D 1 5 2 3 
Vo Vo 
Voor de late konijnehyperimmuunsera В en С wordt de dosis-werkingskurve voor de 
virusneutralisatie ook nog bepaald met enkele andere viruskoncentraties, zoals is aangegeven in 
tabel 16. De neutralisatiemengsels worden na inkubatie onverdund of verdund geënt. 
Wanneer meer dan 50% van het virus geneutraliseerd wordt door het late hyperimmuunserum В en 
meer dan 84% door serum C, blijkt de relatie tussen de logarithmen van de overlevende fraktie 
virus en de antistof-virusverhouding beschreven te kunnen worden door een rechte lijn (figuur 15a, 
b). De voor de verschillende gebruikte viruskoncentraties berekende rechten worden gegeven in 
tabel 16. De proefopzet laat in dit geval niet het gebruik van de toets van Friedman toe. Voor het 
late hyperimmuunserum В worden tussen de berekende lijnen geen signifikante verschillen in de 
richtingscoëfficiënten en de intercepten met de ordinaat gevonden. Uit de gezamelijke waarneming-
en voor de dosis-werkingskurven met verschillende viruskoncentraties kan voor het serum В de 
formule: 
10Log —
 =
- l ,46 1 0 Log — -15,04 
Vo Vo 
berekend worden en voor serum C: 
1 0Log — = - 2,665 1 0Log — - 23,42. 
Vo Vo 
Deze experimenteel gevonden relatie geeft weer dat voor laat antiserum de fraktie geneutraliseerd 
virus afhankelijk is van de antistof-virusverhouding en niet van de absolute eindkoncentratie van de 
antistoffen in het inokulum. Er treedt dus met laat antiserum geen merkbare dissociatie op. Tevens 
zegt deze formule dat om eenzelfde virusneutralisatie te vinden bij een hogere virusdosis, de anti-
stofkoncentratie evenredig verhoogd moet worden: bij gebruik van tien maal meer virus in de 
neutralisatietest wordt een 10 maal lagere antistoftiter gevonden. 
Hoewel de antistoftiter voor serum В hoger is dan voor serum С (90% virusneutralisatie wordt 
gevonden bij een 17,4-voudig hogere serumverdunning), is serum С in kwalitatief opzicht beter, 
zoals blijkt uit de richtingscoëfficiënt van de formule voor de dosis-werkingsrelatie: b.v. een 
2,4-voudige verhoging van de antistofkoncentratie brengt voor serum С de neutralisatie van 90 op 
99%. Voor serum В is hiertoe een 4,8-voudige verhoging van de antistofkoncentratie nodig. Serum 
С heeft weliswaar een lagere antistoftiter, maar neutraliseert kwalitatief beter, wat moet berusten 
op een verschil in antistoffen in de beide immuunsera. Dit zou een verschil kunnen zijn in de ver­
houding van de antistoffen tegen de verschillende anügeenkomponenten van het virion; er zou ook 
een verschil kunnen zijn in de aviditeit van beide sera. De experimenteel gevonden relatie tussen de 
virus-antistofverhouding en de fraktie overlevend virus maakt het mogelijk een voorspelling te doen 
over de hoeveelheid virus die geneutraliseerd wordt bij een bepaalde serumverdunning. 
Er blijkt voor adenovirus geen persisterende fraktie te zijn in de zin van een hoeveelheid 
overlevend virus, die zelfs bij de hoogste antistofkoncentratie niet geneutraliseerd kan worden, 
zulks in overeenstemming met de bevindingen van andere auteurs (154,175). 
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Fig. 16a,b. Results of the same experiments as 
shown in figure 15a, b but now the 1 0Log of the 
surviving fraction is plotted against the antibody-
virus ratio, linearily. Figure 16a gives the 
results with rabbit hyperimmune serum В using 
three different virus concentrations. 
Figure 16b shows the 1 0Log of the surviving 
fraction at different antibody-virus ratios for 
hyperimmune serum C: each point gives the 
mean and standard deviation of 8 experiments 
with different virus concentrations. The graphs 
suggest a fraction of virus less easily neutra-
lizable at low survival. 
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Bezien wij echter figuur 16a,b, waarin de resultaten van de hierboven beschreven dosis-werkings-
kurven met verschillende viruskoncentraties op andere wijze zijn weergegeven (de antistof-virus­
verhouding lineair uitgezet tegen de logarithme van de fraktie overlevend virus), dan blijkt bij hoge 
antistofkoncentratie toch een fraktie van het virus zich moeilijker te laten neutraliseren. Voor 
serum С (figuur 16b) is gebruik gemaakt van de resultaten van dosis-werkingskurven uit 8 proeven 
met verschillende doses virus. De punten geven de gemiddelden van 8 waarnemingen aan voor 
iedere antistof-virusverhouding met hun standaarddeviatie. 
Voor serum В (figuur 16a) is de kurve aangepast aan de waarnemingspunten uit 3 proeven met 
verschillende doses virus. Aanvankelijk neemt de fraktie overlevend virus evenredig af met de toe­
neming van de antistofkoncentratie: voor serum С tot ongeveer 0,3% overleving en voor serum В 
tot ongeveer 3% overleving. Deze dosis-werkingskurve suggereert dat één antistofmolekuul per 
virion mogelijk voldoende zou zijn voor neutralisatie. Maar om meer virusneutralisatie te verkrij-
gen zijn relatief meer antistoffen nodig. Op mogelijke verklaringen voor deze afwijking van de kurve 
bij hogere antistofkoncentraties wordt in de diskussie nader ingegaan. 
5. 3. 3. Virusinaktivering door middel van UV-straling 
Een gezuiverd viruspreparaat van type 2 wordt 10 maal verdund in PBS-glucose + 0,2% 
BSA. Deze verdunning bevat 18xl0 5 CIU/ml. De procedure van viruszuivering werd beschreven 
onder 2.2.4. Van deze virussuspensie wordt 15ml in een 10 cm diameter petrischaal gebracht; de 
hoogte van de vloeistoflaag bedraagt 2mm. Deze wordt kontinu in beweging gehouden door middel 
van een magneetroerder en bestraald met een Philips TUV 30Watt-lamp op een afstand van 40 cm 
(340 μ W/cm2). Van de bestraalde virussuspensie en van een niet bestraalde suspensie wordt de 
virusinaktivering vervolgd met de tijd. In figuur 17 is de logarithme van de fraktie overlevend virus 
uitgezet tegen de bestralingstijd. Na bestraling van hetzelfde viruspreparaat op een afstand van 
20 cm (1700 μ W/cm2), gedurende 30 seconden is er 1% overleving. Bij een bestralingstijd van 2 
minuten op een afstand van 20 cm vinden wij door extrapoleren dat de fraktie overlevend virus 
7xl0~9 moet zijn. Deze tijd is ruim voldoende om alle virus te inaktiveren. De opstelling wordt 
gebruikt om UV-geïnaktiveerd virus te verkrijgen voor de neutralisatieproeven, beschreven onder 
5.3.4. Er wordt altijd een volledige inaktivering van de infektiviteit gevonden. 
5.3. 4. Invloed van toevoeging van UV-geihaktiveerd virus op het evenwicht van de neutralisatie-
reaktie 
Virus dat aan kortdurende UV-bestraling wordt blootgesteld verliest zijn infektiviteit 
door beschadiging van het nukleihezuur, doch niet zijn antigene eigenschappen, gelokaliseerd in de 
eiwitmantel van het virion. Wanneer in een neutralisatiemengsel een labiel evenwicht bestaat tussen 
virus en antistof enerzijds en virus-antistofkomplexen anderzijds, dan kan een extra toegevoegde 
overmaat door UV-geihaktiveerd virus een zodanige verschuiving teweeg brengen dat infektiviteit 
vrij komt. 
Van het vroege serum A en het late serum В worden drie serumverdunningen gekozen, 
zó dat in de neutralisatiereaküe een meetbare virusoverleving met de te gebruiken dosis virus 
verwacht mag worden. Hieraan wordt een gelijk volumen van een virus verdunning van een gezuiverd 
viruspreparaat toegevoegd dat 29x103 CIU/ml bevat. Het neutralisatiemengsel wordt 2 uur bij 
360C in een schudbad geinkubeerd en in drie porties verdeeld die respektievelijk tweevoudig ver-
dund worden met: (1) verdunningsmedium; (2) een 1/10 verdunning van een UV-bestraald gezuiverd 
viruspreparaat; (3) een 1/3 verdunning van hetzelfde preparaat. Het onverdunde preparaat bevatte 
voor bestraling 27,5xl05 CIU/ml. In vergelijking met serie (1) is in serie (2), na toevoeging van 
UV-geihaktiveerd virus, de antigeenkoncentratie 19-voudig verhoogd en in serie (3) 63-voudig. De 
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Table 17. 
Effect of adding UV-inacüvated virus on neutralization of adenovirus type 2 by different dilutions 
of early and late antiserum 
Antiserum 
Early (A) 
Late (B) 
Dilution of 
antiserum 
added to 
virus(10Log) 
-1.40 
-2.30 
-3.20 
-4.81 
-5.41 
-6.01 
Control 
0.38% 
7.4 % 
34 % 
7.5 % 
31 % 
72 % 
Surviving virus fraction 
UV inactivated virus added 
1/10 diluted* 
0.82% 
7.7 % 
56 % 
10.6 % 
41 % 
73 % 
1/3 diluted** 
1.31% 
18.1 % 
97 % 
8.7 % 
48 % 
78 % 
* 19-fold increase of virus antigen concentration by addition of UV-inactivated virus. 
** idem: 63-fold increase. 
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buizen worden 30 minuten in een schudbad bij 360C en overnacht bij 40C gei'nkubeerd. Vervolgens 
wordt de hoeveelheid overlevend virus bepaald door onverdund te enten op N3-cellen. 
Uit het neutralisatiemengsel met vroeg antiserum blijkt infektief virus vrij te komen, in dat met 
laat antiserum treedt onder identieke omstandigheden geen duidelijke dissociatie op (tabel 17). 
Overlevend virus is in de tabel uitgedrukt al s een percentage van de aanvakelijke toegevoegde hoe­
veelheid infektief virus. Wij veronderstellen dat door de labiele virus -antistofbinding in het vroege 
antiserum een verschuiving in het evenwicht vandeneutralisatiereaktie optreedt na toevoeging van 
extra antigeen, waardoor infektief virus vrij komt. 
5.3. 5. Invloed van anti-Immunoglobuline op de virusneutralisatie door vroeg en laat antiserum 
Van het vroege antiserum A en het late antiserum В wordt een verdunningsreeks ge­
maakt in tweevoudige verdunningsstappen. Aan iedere buis wordt een gelijk volumen virusverdun­
ning toegevoegd, die 20x10 3 CIU/ml bevat. 
Neutralisatie vindt plaats door gedurende 2u\irbij3G0C in een waterbad onder schudden te inkube-
ren. Het reaktiemengsel wordt verdeeld over drie buizen waaraan een gelijk volumen van een van 
de volgende sera wordt toegevoegd: 2% normaal geinaktiveerd geiteserum (NGS), 2% gei'naktiveerd 
geitenimmuunserum tegen konijne-IgG(GAR/IgG) en 2% gei'naktiveerd geitenimmuunserum tegen 
konijne-IgM (GAR/IgM). Hierna wordt nog eens 2 uur bij 360C gei'nkubeerd. De preparaten worden 
onderzocht op overlevend virus door onverdund te enten op N3-cellen. 
Figuur 18a laat zien dat de kurve van neutralisatie met vroeg antiserum door toevoeging 
van anti-konijnenimmunoglobuline naar links verschuift; er wordt dus een betere neutralisatie 
verkregen. De serumverdunning die 50% van het virus neutraliseert na toevoeging van kontrôle-
serum, neutraliseert 70% en 80% van het virus na toevoeging van respektivelijk anti-IgM en anti-IgG. 
Het effekt kan verklaard worden door stabilisatie van de virus-antistofbinding door toevoeging 
van anti-konijnenimmunoglobuline. Bij de proeven met laat antiserum wordt een dergelijk effekt 
niet gevonden: de neutralisatie vermindert eerder door toevoeging van anti-konijnenimmunoglobu-
line (figuur 18b). Tabel 18 geeft het 90% neutralisatie-eindpunt weer voor vroeg en laat antiserum 
na toevoeging van normaal serum en van antisera tegen konijnenimmunoglobuline. Bij de proeven 
met vroeg antiserum wordt een 5,6-voudig en een 3-vouclig hogere titer gevonden door toevoeging 
van respektievelijk anti-IgG en anti-IgM. 
5.3.6. Karakterisering van antistoffen in vroeg en laat konijnenimmuunserum door mercapto-
ethanol-behandeling 
Het vroege immuunserum A en de late immuunsera В en С worden met mercapto-ethanol 
behandeld. De behandeling van het serum met mercapto-ethanol gebeurde als beschreven onder 
5.2.3. Daarna werden met deze sera en met kontrolesera neutralisatieproeven verricht. 
De dosis-werkingskurve wordt bepaald met een virusverdunning, die 28xl0 3 CIU/ml 
bevat. Uit figuur 19a blijkt dat vroeg antiserum antistoffen bevat die gevoelig zijn voor mercapto-
ethanol. Een verdunning van 1/52 van het vroege antiserum na kontrolebehandeling neutraliseert 
90% van het virus. Dezelfde verdunning van met mercapto-ethanol behandeld serum neutraliseert 
slechts 76% van het virus. Verder blijkt er ook door de kontrolebehandeling verlies aan antistoffen 
op te treden. Het 90% neutralisatie-eindpunt van vroeg, onbehandeld antiserum ligt bij een verdun­
ning van 1/112, dat van met PBS behandeld antiserum bij een verdunning van 1/52. Voor met 
mercapto-ethanol behandeld antiserum ligt dit eindpunt bij een verdunning van 1/14. Wij mogen op 
grond van deze proeven konkluderen dat in het vroege antiserum IgM-anti stoffen aanwezig zijn. 
Daarentegen bevat het late antiserum geen voor mercapto-ethanol gevoelige antistoffen (figuur 19b). 
Terwijl de titer van vroeg antiserum (90% neutralisatie eindpunt) 4.5 maal lager wordt, wordt er na 
behandeling van late antisera gemiddeld slechts eenl,l-voudigetiterverlaging gevonden (tabel 19). 
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Table 18. 
Effect of anti-IgG and anti-IgM serum on neutralization of adenovirus type 2 by early and late anti-
sera. Comparison of 90% neutralization end points 
Serum added to virus-antiserum 
mixture 
Normal goat 
Goat-anti-rabbit IgG 
Goat-anti-rabbit IgM 
1 0Log Serum dilution giving 90% neutralization. 
Early antiserum (A) * 
-1.9 
-2.65 
-2.4 
Late antiserum (B) ** 
-5.125 
-4.94 
-4.98 
* Values obtained by interpolation of data in neutralization curve (figure 18a) 
** Values calculated from formule: 10Log^5.= -a 10Log D-b (figure 18b). 
Vo 
68 
'V $ 
- 0 5 
-1 0 
- 1 5 
- 2 0 
- 2 5 
ч < : ^ mere apto ethanol -treated 
"Ч 
\ \ control-
untreated V treatment 
e a r l y a » ( A ) 
N \ mercaptoethanol-treated 
control-treament 
untreated 
latea» (B) 
iogD 
Fig.19a, b. Decrease of neutralizing activity of early immune serum by mercapto-ethanol treatment compared 
with the effect on late hyperimmune serum. 
Table 19. 
Effect of treatment with mercapto-ethanol on neutralization of adenovirus type 2 by early and late 
antisera. Comparison of 90% neutralization end points 
Treatment of antiserum 
Untreated 
PBS 
Mercapto-ethanol 
Log serum dilution giving 90% neutralization. 
Early antiserum 
A 
-2.05 
-1.75 -1.88 
-1.15 -1.15 
Late antiserum 
В 
-5.40 
-4.92 
-4.79 
С 
-3.83 -3.82 
-3.85 -3.77 
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5. 3.7. Neutralisatiekinetiek 
Van laat antiserum В wordt een 1/500 en een 1/1500 verdunning gei'nkubeerd met een 
gelijk volumen adenovirus type 2-verdunning, die 20x105CIU/ml bevat. Met behulp van de formule 
(5.3.2), die de relatie tussen de antistof-virusverhouding en de fraktie overlevend virus voor dit 
immuunserum weergeeft, kan worden berekend dat respektievelijk 1,3% en 6,4% van het virus 
overleeft indien het mengsel van virus en serumverdunning gedurende 2 uur bij ЗбоС wordt geihku-
beerd. Serum en virus worden na verdunning afzonderlijk voorverwarmd op З б ^ en daarna samen­
gevoegd. Het reaktiemengsel wordt vervolgens geplaatst bij 360C. Onmiddellijk na toevoeging van het 
virus wordt een monster van het neutralisatiemengsel 100-voudig verdund in verdunningsmedium 
van 40C met de bedoeling de reaktie te stoppen en de antistofkoncentratie zodanig te verlagen, dat 
tijdens de virusadsörptie het infektieproces sterk bevoordeeld wordt ten opzichte van de neutrali-
satie. De monstername wordt met tijdsintervallen herhaald gedurende een periode van 2 uur. 
De verdunde monsters worden onderzocht op overlevend virus. 
De opzet om de virusneutralisatie te stoppen door sterke verdunning in de koude blijkt 
niet geslaagd te zijn. De 100-voudig verdunde monsters van het tijdstip '0' blijken respektievelijk 
0,9% (serumverdunning 1/500) en 5,5% (serum verdunning 1/1500) overleving te geven, wat niet ver 
is van de voorspelde waarde. Wij vinden nauwelijks een verdere afneming van de infektiviteit bij 
langer inkuberen (tabel 20). 
De oorzaak zou kunnen zijn dat zeer snel stabiele virus-antistofkomplexen gevormd worden of dat 
de antistoffen ondanks verdunning nog kans zien het virus te neutraliseren omdat virusadsörptie in 
het N3-celsysteem zeer langzaam verloopt. Hier zien wij ons gesteld voor het dilemma het neutra-
lisatiemengsel nog sterker te verdunnen, waardoor de viruskoncentratie te laag wordt om nog 
infektiviteit te meten, ofwel uit te gaan van een hogere serumverdunning, waardoor de uiteindelijke 
hoeveelheid geneutraliseerd virus te gering wordt om de neutralisatiekinetiek rederlijkerwijze te 
kunnen vervolgen. 
5. 3. 8. Aanwijzingen voor het persisteren van adenovirus type 2 in het konijn 
Een konijn wordt geïmmuniseerd met een enkele dosis van 5ml ruw viruspreparaat van 
de prototypestam 'Adenoid-6' van type 2 dat 20xl06 CIU/ml bevat. Serummonsters worden 10 
dagen en 3, 6, en 12 maanden na immunisaüe afgenomen. De neutraliserende aktiviteit hiervan 
wordt bepaald, waarbij een dosis virus van 8xl03 CIU/ml wordt gebruikt. Het neutralisatiemengsel 
wordt onderzocht op overlevend virus door onverdund te enten op N3-cellen. Figuur 20 geeft de 
dosis-werkingskurven weer van de neutralisatie van virus door de vroeg en laat afgenomen sera. 
De laat afgenomen sera ontlopen elkaar niet veel in neutraliserende aktiviteit. Berekening van de 
serumverdunning, die 90% van het virus neutraliseert, levert voor het vroege serum een titer van 
1/135 op en voor de late sera een titer van 1/3890, 1/4570 en 1/4780 respektievelijk voor serum 
van 3,6 en 12 maanden na immunisatie. 
Het uitblijven van een titerdaling wijst op een kontinue antigene stimulering door persisteren van 
het adenovirus in het konijn. 
5.4. DISKUSSIE 
Wij hebben het verschil in neutraliserende aktiviteit van vroeg en laat antiserum bestu-
deerd. Het vroege antiserum, 10 dagen na immunisatie afgenomen, bevat naast IgG-antistoffen ook 
IgM-antistoffen, omdat de neutraliserende aktiviteit gereduceerd wordt door mercapto-ethanol 
(5.3.6). In tegenstelling tot de virus-antistofbinding met laat antiserum blijkt die voor vroeg 
antiserum reversibel onder fysiologische omstandigheden, zoals blijkt uit de volgende waarne-
mingen: 
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(1) Voor vroeg antiserum wordt de fraküe geneutraliseerd virus kleiner wanneer het reaktiemeng-
sel verdund wordt geënt (5.3.1). Voor laat antiserum wordt onder gelijke omstandigheden geen 
dissociatie van virus-antistofkomplexen waargenomen. 
(2) Ook de dosis-werkingskurven voor de virusneutralisatie met verschillende doses virus laten 
zien dat de neutraliserende aktiviteit van vroeg antiserum mede afhankelijk is van de eindkon-
centratie aan antistoffen in hetinokulum(5.3.2). Voorlaatantiserum wordt de fraktie overlevend 
virus alleen bepaald door de virus-antistofverhouding in het neutralisatiemengsel. 
(3) Toevoeging van een overmaat niet infektiefvirusantigeen veroorzaakt bij gebruik van het vroege 
antiserum een verschuiving van het neutralisatie-evenwicht, zulks in tegenstelling tot de bevin-
dingen met laat antiserum (5.3.4.). 
(4) Het gunstige effekt van anti-immunoglobuline op de virusneutralisatie door vroeg antiserum zou 
kunnen wijzen op een stabilisatie van de virus-antistofbinding (5.3.5). 
De reversibiliteit van de neutralisatie met vroeg antiserum kan worden verklaard door een geringe 
affiniteit van de vroege antistoffen of het uitblijven van sekundaire stabiliserende reakties. Soortge-
lijke verschillen in de neutraliserende aktiviteit van vroege en late antisera worden gevonden bij 
proeven met bakteriofaag T4 (173) en poliovirus (208,209,210). 
De dosis-werkingskurven met verschillende doses virus tonen aan dat bij gebruik van 
laat antiserum de fraktie overlevend virus afhankelijk is van de virus-antistofverhouding. 
Bij overmaat antiserum geldt een experimenteel gevonden relatie: 
1 0 L o e ï l = . , 1 0 L o g D _ _ 
Vo Vo 
waarbij de faktoren a en b voor verschillende sera anders zijn en a, de richtingscoëfficiënt, iets 
zegt over de kwaliteit van de neutraliserende antistoffen. 
Het verloop van de dosis-werkingskurven geeft geen aanleiding te veronderstellen dat er 
bij de neutralisatie ook voor adenovirus een persisterende virusfraktie zou zijn, die zelfs bij de 
hoogste antistofkoncentratie niet geneutraliseerd zou worden. Na inkubatie van een verdunning van 
1/125 van het hyperimmuunserum Bmet l7x l0 5 CIU/mloverleeft 0,14% van het virus. Bij gebruik 
van het hyperimmuunserum С in een verdunning van 1/30 en met 12,8xl05 CIU/ml is dit 0,07%. 
Het ontbreken van een persisterende fraktie virus bij neutralisatieproeven met adenovirus is in 
overeenstemming met de bevindingen van anderen (154,175) en zou verklaard kunnen worden door 
de geringe neiging tot aggregatie van adenovirus of door de hoge aviditeit van het gebruikte anti-
serum. 
Bij beschouwing van figuur 16a,b blijkt toch een betrekkelijk kleine fraktie van het virus 
zich relatief moeilijker te laten neutraliseren dan de rest. Hiervoor zijn verschillende verklaringen 
mogelijk. 
(1) Dissociatie van virus-antistofkomplexen. Onze bevindingen maken het onwaarschijnlijk dat 
dissociatie in neutralisatieproeven met de late antisera een rol zou spelen. 
(2) De inkubatietijd is onvoldoende om de reaktie geheel ten einde te laten lopen. Verlenging van de 
inkubatietijd met een nacht in de koude levert echter geen extra neutralisatie op, zoals aange­
toond in experimenten onder 5.3.1. Dit geldt zowel voor het vroege als het late antiserum en ook 
voor de hoogste serumverdunningen. Inkubatie gedurende 2 uur bij З б ^ moet dus voldoende zijn 
om een evenwichtstoestand te bereiken. 
(3) De aanwezigheid van aggregaten in het viruspreparaat: virionen, die gevangen zitten in een 
aggregaat, worden minder toegankelijk voor antistoffen. De neiging tot aggregeren is echter 
voor adenovirus gering. 
In recenter publikaties wordt de oorzaak van het voorkomen van een tegen neutralisatie betrek­
kelijk resistente virusfraktie, en in sommige gevallen van een fraktie virus die zelfs bij de 
hoogste antistofkoncentratie niet geneutraliseerd wordt, juist gezocht in de werking van die 
antistoffen zelf. Bij hoge antistofkoncentraties zou een toestand ontstaan waarbij de antistoffen 
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Fig.20. Neutralizing activity in rabbit sera obtained at different times 
after parenteral inoculation with a single dose of living adenovirus type 2, 
containing 10 е CRI. 
Table 20. 
Effect of time of incubation of adenovirus type 2 and late antiserum on neutralization 
Time of incubation 
0 minutes 
30 minutes 
2 hours 
Dilution of antiserum (B) 
1/500 
0.9% * 
0.7% 
0.3% 
1/1500 
5.5% 
5.8% 
5.5% 
•Fraction of surviving vims expressed as percentage of the virus dose (20xl05 CIU/ml) added to 
the antiserum. 
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de infektiviteit juist beschermen in plaats van het virus te neutraliseren. Hoe moeten wij ons 
deze paradoxale toestand voorstellen? 
(4) Rappaport, die de neutralisatie van bakteriofaag MS2 heeft bestudeerd, veronderstelde dat 
antistofmolekulen 'sites' bezetten die geen rol spelen bij de virusneutralisatie, en op deze wijze 
de toegankelijkheid tot de voor neutralisatie kritieke 'sites' blokkeren (211). Men kan zich dan 
echter afvragen, welke van de 180 identieke subeenheden van het capside van dit virus zijn nu 
wezenlijk voor de infektiviteit en welke niet? 
(5) Meer aannemelijk lijkt ons de verklaring van Wallis en Melnick (212). Zij veronderstellen dat 
hoge antistofkoncentraties aggregatie van herpes simplexvirus induceren, waarbij infektieve 
partikels met te weinig antistofmolekulen om het virus te neutraliseren binnen dit netwerk 
worden gevangen. Deze verklaring werd eerder gegeven door Bradish et al. (159) voor het 
persisteren van een fraktie van het mond-en klauwzeervirus bij neutralisatieproeven. 
Onze experimenten laten geen konklusies toe over de aard van de viruskomponent waar-
tegen de neutraliserende antistoffen gericht zijn. Ook over het mechanisme van de neutralisatie-
reaktie kunnen wij weinig zeggen. Waarschijnlijk komt de neutralisatie van de infektiviteit in onze 
proeven tot stand door een samenspel van faktoren: aggregatie van het virus en blokkering van de 
virusadsorptie en de intracellulaire ontmanteling van het virus. De betekenis van ieder van deze 
faktoren is mogelijk afhankelijk van de virus-antistofverhouding. Wel zullen bij gebruik van onze 
'snelle' methode om overlevend virus te bepalen, waarschijnlijk de tegen fibers gerichte antistoffen 
een belangrijke bijdrage aan de virusneutralisatie leveren door vertraging van de toch al langzame 
adsorptie van virus aan fibroblasten. 
De door Dulbecco et al. (148) uitgewerkte methode om de neutralisatiekinetiek van 
poliovirus te bestuderen wordt door McBride (6) gebruikt om stammen van eenzelfde type polio-
virus serologisch te differentiëren. De homologe stam wordt door een immuunserum sneller 
geneutraliseerd dan een heterologe. De methode is ook toegepast voor de serologische differen-
tiatie van stammen van onder andere herpes simplexvirus (213). Wij hadden ons voorgesteld dat de 
methode zich goed zou lenen om ook tussen adenovirusstammen van eenzelfde type een verdere 
differentiatie aan te brengen, bij voorbeeld tussen vers geïsoleerde stammen uit verschillende 
epidemiën of uit verschillende fasen van eenzelfde epidemie. Wij stuiten echter op de moeilijkheid 
dat in onze proefopzet de neutralisatie zo snel verloopt, dat deze zich nauwelijks laat vervolgen. 
De hoeveelheid overlevend virus in een direkt na mengen van virus en antiserum genomen monster 
verschilt nauwelijks van die na 2 uur inkuberen. De oorzaak zou gelegen kunnen zijn in de grote 
aviditeit van het antiserum, waardoor de ontmoeting van een virion met een antistofmolekuul zeer 
snel tot een irreversibele binding leidt. Het is ook mogelijk dat de oorzaak moet worden gezocht 
in de langzame adsorptie van adenovirus, waardoor ondanks verdunning van het antiserum tijdens 
de adsorptieperiode nog virus geneutraliseerd kan worden. Meteen gevoeliger titratiesysteem dan 
de gebruikte fluorescentiemethode op fibroblasten zou het mogelijk geweest zijn uit te gaan van een 
hogere verdunning vanvirus en antistof, waardoor het neutralisatieproces mogelijk wel te vervolgen 
was geweest. Bij bestudering van de neutralisatie van adenovirus type 5 door antiserum ziet 
Kjellén (175) wel een verdere reduktie van het aantal plaques bij langere inkubatietijd. Mogelijk 
werkt hij met een minder avide antiserum en met een gevoeliger titratiesysteem. Wij hadden ook 
het minder avide vroege antiserum A kunnen gebruiken voor de neutralisatiekinetikaproeven. 
Vanwege de reversibele binding van virus met vroege antistoffen hadden wij dan echter geen rechte 
lijn mogen verwachten voor de neutralisatiekinetika-kurve. De reaktie zou al spoedig afwijkingen 
tonen van de kinetiek van een reaktie van de eerste orde (210). 
In het algemeen vermeerderen adenovirussen zich slechts goed in cellen van de homo-
loge species, waarbij zij van nature voorkomen. In cellen van een heterologe species maken zij 
meestal een abortieve infektiecyclus door (214,215,216,217,218,219). Desondanks, of misschien 
juist dankzij deze beperkte groei van humane adenovirussen op cellen van heterologe species, 
blijven zij persisteren in het konijn. 
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Pereira en Kelly (220) isoleren type 5 nog 2 maanden na intraveneuse injektie van het konijn uit 
de miltcellen. 
Reddick en Lefkowitz (221) vinden na toediening van een enkele dosis infektief adenovirus type 5 aan 
konijnen een hoge antistoftiter gedurende tenminste 12 maanden, in tegenstelling tot dieren die 
geïmmuniseerd worden met oplosbare viruskomponenten. In het laatste geval zijn 3 tot 4 maanden 
na immunisatie geen antistoffen meer aantoonbaar. Na toediening van infektief virus kon het virus 
nog tot 12 maanden na immunisatie uit de milt en lymphklieren van het konijn geïsoleerd worden. 
Allison (222) vindt dat type 5 in macrofagen persisteert na intraveneuse injektie van het virus bij 
konijnen gedurende tenminste 6 maanden. Hij suggereert dat door een beperkte virusvermeerde-
ring in de macrofaag een kontinue antigene stimulans aanwezig blijft, die een langdurige immuniteit 
voor virusinfekties kan verklaren. Geringe hoeveelheden virusantigeen, via de macrofaag aangeboden 
aan de lymphocyten, zouden een zeer efficiënte immunogene werking hebben. Onze bevinding dat 
de antistoftiter hoog blijft tot 12 maanden na een intraveneuse dosis virus, wijst er op dat ook 
type 2 kan persisteren in het konijn. 
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Samenvatting 
De lange inkubatietijden vormen een probleem bij infektiviteitstitraties van adenovirus 
met behulp van de eindverdunningsmethode of met de plaquemethode. Wij hebben een methode 
uitgewerkt voor een snelle en nauwkeurige infektiviteitsbepaling voor adenovirus (hoofdstuk 1). 
Met behulp van de immunofluorescentiereaktie kunnen de primair geihfekteerde cellen in een 
monolayer worden aangetoond. Op deze wijze wordt de inkubatieüjd aanzienlijk verkort en de 
nauwkeurigheid vergroot in vergelijking met de 50%-eindpuntsbepaling. Wij hebben gebruik gemaakt 
van een celstam van menselijke diploide fibroblasten. Het blijkt dat deze cellen, ook wanneer zij 
gei'nfekteerd zijn met adenovirus, geen neiging tonen los te laten. Bovendien komt het virus slechts 
langzaam vrij uit de cel, zodat het mogelijk is de cellen zo lang te inkuberen, dat in iedere gei'nfek-
teerde cel voldoende virusantigenen worden gevormd voor een aantoonbare fluorescentie, zonder 
kans op sekundaire infekties. Adenovirus type 2 en 4 zijn gebruikt. Verschillende faktoren die van 
betekenis zijn voor de fluorescentie-telmethode, zijn bestudeerd: de snelheid van virusadsorptie, 
de optimale inkubatietijd en de dosis-werkingskurve. 
De adsorptie van virus aan diploide fibroblasten blijkt langzaam te verlopen: slechts 70% van het 
virus wordt geadsorbeerd in 6 uur. Het aantal fluorescerende cellen neemt gedurende een lange 
periode toe tijdens de inkubatietijd: voor type 2 tot 64 uur na enten en voor type 4 tot 96 uur na 
enten. Daarna toont de kurve, die het verband aangeeft tussen de inkubatietijd en het aantal fluores-
cerende cellen, een plateau. Hierna treedt er een scherpe stijging op, die gepaard gaat met het 
verschijnen van foei van fluorescerende cellen, een teken dat er sekundaire infekties optreden. Het 
is opvallend dat de virusproduktie in verschillende cellen zeer asynchroon verloopt; voor type 4 
strekt de toeneming van het aantal fluorescerende cellen zich over een langere periode uit dan voor 
type 2. De bruikbaarheid van de fluorescentie-telmethode wordtgetoetst aan de hand van de dosis-
werkingskurve voor het aantal fluorescerende cellen en de virusverdunning. Dit verband blijkt 
rechtlijnig te zijn over een 76-voudig koncentratieverschil. 
In hoofdstuk 2 is een schatting gemaakt van de verhouding van het aantal morfologische 
partikels tot het aantal infektieuse eenheden in de fluorescentie-telmethode. Adenovirus is eerst 
gezuiverd uit ruwe celextrakten. Het gezuiverde preparaat bevat adenovirionen met een gelijke 
dichtheid. Voor partikeltellingen wordt het virus door ultracentrifugatie in een speciaal gekonstru-
eerde konische cel gesedimenteerd op een koolstofvlies je. Wij gaan er van uit dat de elektronenmi-
kroskoopfoto's die van deze preparaten gemaakt worden, een goed beeld geven van de ware 
aggregatietoestand in de oorspronkelijke virussuspensie. De aggregatietoestand blijkt af te nemen 
door verdunning. Om deze reden en omdat zo weinig viruspartikels een infektie blijken te geven, 
mag de aggregatietoestand worden verwaarloosd bij het bepalen van de infektiviteits/partikel-ratio. 
Uit proeven met type 2 blijkt dat slechts 1 op de 750 virionen infektieus is in de fluorescentie-tel-
methode; voor type 3 is deze verhouding 1 op de 1000. Wanneer het aantal partikels in een gezuiverd 
viruspreparaat, wat met de gebruikte methode zeer reproduceerbaar kan worden bepaald, op het 
DNA-gehalte betrokken wordt, geeft dit een getal voor het DNA-gehalte per virion. In herhaalde 
experimenten vinden wij een getal dat ruim twee keer groter is dan algemeen wordt aanvaard. 
Berekeningen die gemaakt zijn op grond van de hypothese dat het adenovirion inderdaad meer DNA 
zou bevatten, leiden tot uitkomsten die niet in overeenstemming zijn met andere bekende grootheden 
van het virion. Een methodische fout in onze proeven, die oorzaak zou kunnen zijn van de met grote 
reproduceerbaarheid gevonden afwijkende resultaten, kunnen wij niet aanwijzen. 
De betrekkelijk lage infektiviteits/partikel-ratio was aanleiding de gevoeligheid van de 
fluorescentie-telmethode te vergelijken met die van andere titratiemethoden (hoofdstuk 3). 
De titers in de fluorescentie-telmethode stemmen overeen met die van de 50%-eindpuntsbepaling op 
buizenkultures van diploide fibroblasten. Het is dus waarschijnlijk dat in iedere fluorescerende cel 
een volledige infektiecyclus plaats vindt tot en met de produktie van nieuw infektief virus. Bij verge-
lijking van de gevoeligheid van diploide fibroblasten met die van primaire thyreoidcellen en van 
embryonale niercellen blijkt het dat in de primaire celsoorten opvallend hogere titers gevonden 
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worden voor type 3 en 7 en in primaire embryonale niercellen voor type 2. Voor de andere onder-
zochte typen zijn de diploide fibroblasten ongeveer even gevoelig als primaire celsoorten. De 
verdunningsmethode op celkultures in mikrotiterplaatjes is gebruikt om de gevoeligheid van diploide 
fibroblasten te vergelijken met die van primaire humane embryonale niercellen. Primaire embryo-
nale niercellen lenen zich namelijk niet voor de fluorescentie-telmethode vanwege de heterogeniteit 
van de cellen en de zich snel uitbreidende infekties. 
In hoofdstuk 4 wordt aan de hand van de literatuur het mechanisme van de virusneutra-
lisatie besproken. Met name wordt de vraag aan de orde gesteld welk van de antigene Komponenten 
van het virion betrokken isbijhetvirusneutralisatieproces. De neutralisaüereaktie met adenovirus 
is typespecifiek. Het lijkt aannemelijk dat bij de neutralisatie in vitro het type specifieke antigeen 
van het hexon, dat op het oppervlak van het viruscapside gelokaliseerd is, de belangrijkste rol speelt 
en niet het op de fiber gelokaliseerde typespecifieke antigeen, wat misschien meer in de lijn der 
verwachting had gelegen. 
In hoofdstuk 5 worden onze bevindingen medegedeeld over de neutralisatie van adeno-
virus. Hierbij is de fluorescentie-telmethode gebruikt. De antistoffen in vroeg en in laat antiserum 
van geïmmuniseerde konijnen verschillen in neutraliserend vermogen. De neutralisatie met vroeg 
antiserum blijkt onder fysiologische omstandigheden reversibel te zijn, zoals kon worden aangetoond 
door verdunning van het neutralisatiemengsel en door toevoeging van overmaat UV-geïnaktiveerd 
virus. In beide gevallen komt infektiviteit vrij. Dit is echter niet het geval bij gebruik van laat 
hyperimmuunserum. Toevoeging van anti-immunoglobuline geeft een verbetering van de neutrali-
satie door vroeg antiserum. 
Voor laat antiserum werd gevonden dat de fraktie overlevend virus afhankelijk is van de virus-
antistofverhouding, onafhankelijk van de gebruikte dosis virus. Er bestaat een lineair verband 
tussen de logarithmen van de fraktie overlevend virus en van de virus-antistofverhouding. 
Er wordt geen persisterende fraktie virus gevonden, die zelfs bij de hoogste antistofkoncentratie 
niet geneutraliseerd wordt. 
Onze opzet, om met behulp van de fluorescentie-telmethode de kinetiek van de virus-
neutralisatie te bestuderen, mislukte. Neutralisatie trad al onmiddelijk op na mengen van virus en 
serumverdunning, zonder dat bij langere inkubatie de neutralisatie duidelijk toenam. 
Door een minder avide antiserum te gebruiken of door de gevoeligheid van de infektiviteitstest op 
te voeren, is het wellicht mogelijk het beschreven systeem toch toe te passen voor bestudering van 
de kinetiek van de neutralisatie. 
De uitkomsten van ons onderzoek wijzen er op dat het humane adenovirus type 2 
persisteert in het konijn. Nog een jaar na toediening van een enkele dosis levend virus wordt in het 
bloed een hoge titer van neutraliserende antistoffen gevonden. 
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Summary 
The slow rate of multiplication of adenoviruses has presented a major problem in the 
design of assay procedures for these viruses. Long periods of incubation are required for those 
procedures, which are based on the development of degenerative changes in cells, as in the 50% 
endpoint titration method in tube cultures and the plaque technique. This long period of incubation 
is a hindrance factor in following up the neutralization kinetics for serological differentiation of 
virus strains, as done for poliovirus. Therefore ithas been tried to find a rapid and precise method 
for adenovirus infectivity titrations (chapter 1). By immunofluorescence just the primary infected 
cells can be shown in a monolayer. In this way a shortening of incubation time and a better pre-
ciseness than in a 50% endpoint determination method can be obtained. A strain of human diploid 
fibroblastic cells has been used. In my experimental findings these cells showed good adherence 
to the plastic surface even when infected with the adenovirus. Moreover it takes a long time before 
virus dissociates into the culture medium. Without difficulties an optimal incubation time can be 
chosen; long enough for each infected cell to form virus antigens for positive fluorescence with a 
minimal risk of secondary infections. Optimal conditions for performing adenovirus infectivity assay 
by fluorescent cell couting on diploid fibroblastic cells were studied with types 2 and 4: e.g. ad­
sorption time, incubation time and dose-response relationship for virus dilution and number of 
fluorescent cells. A long time was required for adsorption of birus particles on diploid fibroblastic 
cells: only 70% of the virus being adsorbed at 6 hours. 
Observations on the sequential development of the number of fluorescent cells for type 2 showed an 
increase until 64 hours after inoculation, a plateau from 64 hours until 72 hours and a subsequent 
sharp increase in fluorescent cells with the appearance of foci of secondarily infected cells at 96 
hours. Similar results were obtained with type 4: initial increase of fluorescent cells was until 96 
hours after inoculation, and it was less steep as observed for type 2. It was followed by a plateau 
until 104 hours and then a sharp increase by secondary infections. Therefore it may be concluded 
that only primarily infected cells are counted at an incubation time of 3 days for type 2 and 4 days 
for type 4. Moreover infection went on more asynchronically for type 4 than for type 2. Usefulness 
of the fluorescent cell counting assay for adenovirus infectivity titrations depends on a linear dose-
response relationship of virus concentration and number of fluorescent cells: a linear relationship 
was found over a 76-fold range of dilutions. 
In chapter 2 the efficiency of the fluorescent cell counting assay is studied by giving a 
relationship between the number of infectious units and physical particles. In purified virus 
preparations of 'full' virions the number of particles was determined by sedimentation in a special­
ly designed conical centrifuge cell on a carbon film and counting from electron micrographs. 
Because of a minimum of physical manipulation it is believed that particle aggregation in the 
photographs gives a good idea of the original situation. The state of aggregation decreases by 
dilution. Moreover, the fraction of virus particles causing an infection is very low, therefore 
the state of aggregation has been disregarded for determining infectivity/particle ratios. At optimal 
conditions for infectivity assay by the fluorescent cell counting method we found a ratio of 1 
infection in 750 particles for type 2 and 1 in 1000 for type 3. The number of virus particles in a 
purified preparation could be determined by our method on a very reproducible way. By correlating 
DNA-measurements in purified virus preparations with particle counts a number may be found for 
the DNA-content per virion. In repeated experiments this turned out to be more than two times 
higher than generally accepted. Calculations made about the dimensions of an adenovirion on the 
basis of a DNA-content two times higher than the generally accepted value of 23x106 dalton, gave 
a particle with a diameter of at least 100 τημ . Nevertheless we can not point out a methodical fault 
in our particle countings. 
The sensitivity of human fetal diploid lung cells for infectivity assay of some adenovirus 
types was investigated (chapter 3). Comparable infectivity titers in the dilution endpoint assay in 
tube cultures of diploid fibroblastic cells and the fluorescent cell counting assay makes abortive 
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infections in the latter system improbable. So each fluorescent cell produces new infective progeny. 
Comparison of the sensitivity of diploid fibroblastic cells with primary thyroid cells and human 
embryonic kidney cells for some adenovirus types gave higher infectivity titers for type 3 and 7 in 
primary cells. Also human embryonic kidney cells were more sensitive for type 2. For the other 
types diploid fibroblastic cells were not detectably less sensitive. 
Human embyonic kidney cells are not practical for a fluorescent cell counting assay because of 
heterogenity in cell morphology and rapid spreading of virus infections. So titrations in these cells 
were done in a microtiter system by a dilution endpoint assay and matching for infected microcul-
tures after 6 days of incubation by immunofluorescence. 
In chapter 4 a review of the literature on the mechanism of virus neutralization in 
connection with adenovirus is presented. Especially the question of the structural virus component 
involved in virus neutralization is dealt with. Neutralization is used for differentiation of serologi-
cal types. The type specific antigen of the hexon, located on the outside of the virus capside, seems 
to play a major role in virus neutralization in vitro. The type specific antigen located on the distal 
part of the fibre is concerned with haemagglutination and, contrary to expectation, has less to do 
with virus neutralization. 
Chapter 5 gives a description of our studies about adenovirus type 2 neutralization, 
using the fluorescent cell counting assay for determining surviving virus. A difference in neutrali-
zation by early and late rabbit antiserum was found. Neutralization by early antibodies is rever-
sible under physiological conditions as shown by dilution of the neutralization mixture and by 
addition of excess UV-inactivated virus. In both cases infectivity becomes free, contrary to findings 
with late hyperimmune serum. By addition of anti-rabbit Immunoglobuline more neutralization by 
early antiserum was found. 
With late hyperimmune serum the fraction of surviving virus was found dependent on virus-antibody 
ratio, independent of quantity of virus used in the neutralization test. A linear relationship was found 
for logarithms of fraction of surviving virus and virus-antibody ratio. For adenovirus a persistent 
virus fraction has not been found, that could not be neutralized by even the highest antibody concen-
tration. 
The intention of using the fluorescent cell counting procedure for studying kinetics of virus neutra-
lization failed. Neutralization was found immediately after mixing virus and serum dilution, without 
more decrease of infectivity at longer incubation times. The slow virus adsorption, permitting 
continuation of virus neutralization after dilution of the reaction mixture might be a cause. Probably 
by using less avide antiserum or by increasing sensitivity of the infectivity assay it might be 
possible to apply this system for neutralization kinetics and serological differentiation of adenovirus 
strains. 
Level of neutralizing antibodies remained high one year after a single intravenous dose of living 
virus. This is an indication that the human adenovirus type 2 persists in the rabbit, which is an 
unnatural host. 
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